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Résumé 
Saccharothrix algeriensis est une Actinobactérie rare capable de synthétiser divers 
dérivés de dithiolopyrrolones (DTPs) aux propriétés phytosanitaires intéressantes. L’objectif de 
la thèse vise à développer différentes méthodes, alternatives à la synthèse organique, pour 
optimiser la production de DTPs par la régulation du métabolisme de la bactérie. Deux 
approches ont été envisagées :  
 la première fait appel à des éliciteurs chimiques tels que l’éthanol, le butan-1-ol, le 
diméthylsulfoxyde et des homosérines lactones (C4-HSL, 3-oxo-C12-HSL et 3-OH-C12-
HSL). Les effets de la concentration de ces composés et du temps d’addition dans le 
milieu de culture ont été étudiés et une investigation sur le mécanisme d’action de 
l’éthanol a été initiée 
 la deuxième utilise une approche physico-chimique innovante modifiant le métabolisme 
microbien à l’aide d’une électrode polarisée. Des électrodes en carbone, en acier et en 
platine de topographies variées ont servi pour l’étude de l’effet du potentiel, par rapport 
à une électrode au calomel saturée (ECS), sur la croissance de S. algeriensis et la 
production de dithiolopyrrolones. 
Les résultats obtenus montrent que l’ajout de l’éthanol à une concentration de 1,74 % 
v/v ou du diméthysulfoxyde à 3 % v/v au début de la culture, induit une augmentation 
significative de la production spécifique des DTPs. Celle-ci est multipliée par un facteur 19 
avec l’éthanol et par 6 avec le diméthylsulfoxyde. Dans le cas de l’éthanol, cette induction serait 
médiée par des espèces réactives de l’oxygène. Par ailleurs, l’ajout simultané de la C4-HSL et 
de la 3-oxo-C12-HSL à des doses successives de 500 µM permet de multiplier la production 
spécifique des DTPs par un facteur 2,5.  
L’utilisation d’une électrode polarisée, en platine ou en carbone, permet un bon 
développement mycélien de S. algeriensis contrairement à une électrode en acier. Sous le 
potentiel -0.3 V/ECS, des concentrations élevées en dithiolopyrrolones ont été quantifiées. 
 
Mots clé : Saccharothrix algeriensis, dithiolopyrrolones, éliciteurs chimiques, espèces 
réactives d’oxygène, électrode polarisée.  
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Abstract 
Saccharothrix algeriensis is a rare Actinobacterium that produces a variety of 
dithiolopyrrolone derivatives (DTPs). These biocidal compounds are used as plant and crop-
protection products. The aim of this thesis is to develop new strategies for DTPs production by 
regulating bacterial metabolism as an alternative to the chemical synthesis of these compounds. 
Two strategies were used : 
 the first strategy consist of using chemical elicitors such as ethanol, butan-1-ol, 
dimethylsulfoxide and homoserine lactones (C4-HSL, 3-oxo-C12-HSL and 3-OH-C12-
HSL). The effects of concentration and time addition of these compounds were studied 
and ethanol mode of action was investigated.  
 the second strategy is a physico-chemical innovative approach that modifies bacterial 
metabolism using a polarized electrod. Platinum, carbon and stainless steel electrodes 
with varied topographies were used to study the effect of the potential, versus a saturated 
calomel electrode (SCE), on the growth of S. algeriensis and DTPs production.  
Our results show that the addition of pure ethanol and dimethylsulfoxide, at the 
beginning of the culture (t0), in respective concentrations of 1,74 % v/v and 3 % v/v increases 
DTPs specific production. This one was multiplied by nineteen-fold in presence of ethanol and 
by six-fold in presence of dimethylsulfoxide. In the case of ethanol, the induction of DTPs 
biosynthesis is mediated by reactive oxygen species (ROS). Furthermore, simultaneous 
addition of C4-HSL and 3-oxo-C12-HSL in multiple doses of 500 µM increases DTPs specific 
production by 2,5 fold.  
In presence of polarized platinum and carbon electrodes mycelium development of S. 
algeriensis is thicker than that grown on stainless steel electrode. Although, under -0,3 V/SCE, 
high DTPs concentrations were quantified in comparison to other conditions tested.  
Keywords : Saccharothrix algeriensis, dithiolopyrrolones, chemical elicitors, reactive 
oxygen species, polarized electrode.  
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Contexte et problématique 
Une des plus importantes sources pour la découverte de nouveaux biocides sont les 
Actinobactéries et en particulier le genre Streptomyces. Ces bactéries mycéliennes à Gram 
positif sont connues pour leur grande capacité à produire des métabolites secondaires de 
structures chimiques variées qui  sont utilisées en tant qu’antibactériens, antifongiques et 
anticancéreux (Okada & Seyedsayamdost, 2017 ; Genilloud, 2017 ; Newman, & Cragg, 2016). 
Mais au sein des milliers d’espèces appartenant à cette famille, il existe encore un réservoir 
immense et sous-exploité de souches présentant des capacités métaboliques d’intérêt.  
Saccharothrix algeriensis est une Actinobactérie rare décrit par Zitouni et al., (2004 b) au 
sein du Laboratoire de Génie Chimique. Cette bactérie possède une capacité à produire 
naturellement cinq dérivés de dithiolopyrrolones. Celles-ci sont des composés hétérocycliques 
contenant deux atomes de soufre et un autre d'azote qui diffèrent très souvent entre eux 
uniquement par la chaîne latérale composée par un acide organique relié au cycle par une liaison 
amide. Plusieurs autres dérivés des dithiolopyrrolones peuvent être obtenus à partir d’acides 
organiques en fonction des conditions de culture (Bouras et al., 2008).  
Les dithiolopyrrolones sont des biocides à large spectre utilisés en tant qu’insecticides, 
larvicides, fongicides et bactéricides (Merrouche et al., 2017 ; Webster et al., 2000 ; Qin et al., 
2013). C’est pourquoi, les recherches sur ces composés constituent une piste intéressante pour 
pallier aux dégats causés par les agents phytophathogènes ravageurs des cultures viticoles et 
maraîchères.  
Les recherches réalisées jusqu’à présent sur la production des dithiolopyrrolones par 
Saccharothrix algeriensis se sont focalisées sur l’amélioration des conditions de culture et la 
composition chimique du milieu de culture (Strub et al., 2008 ; Merrouche et al., 2010 ; Bouras 
et al., 2008 ; Bouras et al., 2006). 
En raison du spectre d'action très intéressant de ces molécules, nous proposons au travers 
de ce travail de thèse une nouvelle approche, utilisant des outils physico-chimiques, pour 
l’optimisation de la production de ces biocides par Saccharothrix algeriensis. 
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Objectifs et stratégies de la thèse  
Le travail présenté dans ce manuscrit a été effectué au sein du Laboratoire de Génie 
Chimique (UMR 5503), dans le département de Bioprocédés et Systèmes Microbiens 
(BioSyM)- axe biofilm-santé, sur le site de la Faculté de Pharmacie.  
L’objectif de cette thèse vise à développer diverses stratégies pour améliorer la production 
des dithiolopyrrolones par Saccharothrix algeriensis, cette méthode constituant une alternative 
à la synthèse organique complexe, onéreuse et polluante de ces composés. 
Dans un premier temps, nous avons choisi d’étudier l’action de divers composés chimiques, 
molécules solubles et diffusibles pouvant jouer le rôle d’éliciteurs. Ce sont : 
 soit des molécules pouvant être considérées comme des molécules signal,  
- la gamma-butyrolactone, du fait de la similitude structurale du noyau avec le facteur 
A du système de communication des Streptomyces, 
- trois molécules de la famille des homosérines lactones : la C4-HSL, la 3-oxo-C12-
HSL et la 3-OH-C12-HSL. Il s’agit de molécules signal de bactéries à Gram négatif, 
que nous retrouvons plus particulièrement chez Pseudomonas aeruginosa. 
C’est une approche originale de la stimulation du métabolisme secondaire dans le cas de 
Saccharothrix algeriensis. Elle est susceptible de nous apporter des informations 
supplémentaires sur le mécanisme du Quorum Sensing chez cette espèce bactérienne et sur les 
interactions inter-espèces. 
 soit des solvants organiques, notamment l’éthanol, le butan-1-ol et le 
diméthylsulfoxyde, souvent décrits dans la littérature pour leur capacité à influencer le 
métabolisme secondaire des bactéries en générant un stress métabolique.  
Dans un deuxième temps, une autre voie innovante a également été explorée, utilisant cette 
fois une approche physico-chimique modifiant le métabolisme microbien. Nous avons 
développé une approche originale permettant l’optimisation de la production de 
dithiolopyrrolones/biomasse par la régulation du métabolisme de la bactérie à l’aide d’une 
électrode polarisée. Jusqu’à présent aucune étude ne s’est intéressée au comportement 
électrochimique de Saccharothrix algeriensis. Ces travaux devraient constituer une base pour 
la compréhension du métabolisme électroactif de cette espèce. 
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Organisation du manuscrit  
Ce mémoire de thèse est organisé en quatre chapitres :  
Le chapitre 1 est une étude bibliographique divisée en trois parties. La première partie 
est consacrée au genre Saccharothrix et plus précisément à l’espèce Saccharothrix algeriensis : 
taxonomie, physiologie et métabolisme. La deuxième partie est consacrée aux 
dithiolopyrrolones, des biocides qui font l’objet de nombreuses études notamment pour leurs 
propriétés phytosanitaires et thérapeutiques. Et enfin, la troisième partie met l’accent sur les 
moyens d’élicitation chimique du métabolisme secondaire des Actinobactéries et sur les 
systèmes bio-électrochimiques.  
Le chapitre 2 décrit les milieux de culture utilisés, les protocoles de culture et de 
conservation de la souche ainsi que les méthodes analytiques, électrochimique et statistiques 
utilisées pour l’analyse et le traitement des données.  
Le chapitre 3 présente les résultats des essais de l’effet des inducteurs du Quorum 
Sensing et des solvants organiques sur la croissance de Saccharothrix algeriensis et sa capacité 
à biosynthétiser les dithiolopyrrolones. La première partie s’intéresse à l’effet de la gamma-
butyrolactone et de trois homosérines lactones (la C4-HSL, la 3-oxo-C12-HSL et la 3-OH-C12-
HSL). La deuxième partie décrit l’effet des alcools (l’éthanol et le butan-1-ol) et leur 
mécanisme d’action hypothétique dans l’induction de la surproduction de dithiolopyrrolones 
par la bactérie. La dernière partie est consacrée à l’effet du diméthylsulfoxyde. 
Le chapitre 4 porte sur l’étude de l’effet du matériau et du potentiel de l’électrode 
polarisée sur le développement de Saccharothirx algeriensis et la production de 
dithiolopyrrolones.  
 Des conclusions partielles sont présentées à la fin de chaque chapitre. Nous présenterons 
enfin une conclusion générale qui synthétise les résultats de ce travail de thèse et les 
perspectives pour l’optimisation de la biosynthèse de dithiolopyrolonnes par Saccharothrix 
algeriensis. 
 
  
Chapitre 1 : Revue bibliographique. 
 
5 
 
  
Chapitre 1 : Revue Bibliographique  
Chapitre 1 : Revue bibliographique. 
 
6 
 
1.1. Le genre Saccharothrix 
Le genre Saccharothrix a été créé et décrit pour la première fois par Labeda en 1984 en utilisant 
l’espèce-modèle Saccharothrix australiensis (Labeda et al., 1984). Initialement classé, à tort, dans 
la famille des Pseudonocardiaceae, ce genre a été reclassé sur la base des parentées 
phylogénétiques dans la famille des Actinosynnemataceae (Embley et al.,1988 ; Labeda et 
Kroppenstedt, 2000). Le genre Saccharothrix appartient donc au grand groupe des Actinobactéries 
qui regroupe tous les microorganismes procaryotes de l’ordre des Actinomycetales.  
Morphologiquement similaire au genre Nocardiopsis, Saccharothrix se distingue par son 
chimiotype et ses constituants cellulaires (Labeda et Kroppenstedt, 2000) :  
 Paroi cellulaire de type III E (présence d’acide méso-diaminopimélique sans glycine), 
 Présence de deux types de ménaquinones (lipides membranaires) : MK-9 (H4) ou MK-10 (H4), 
constituées d’un noyau quinone méthylé et d’une chaîne carbonée aliphatique formée de neuf 
à dix unités isoprènes dont quatre sont hydrogénées,  
 Présence de deux types de phospholipides membranaires composés de 
phosphatidyléthanolamine et d’hydroxy-phosphatidyléthanolamine avec ou sans glucosamine 
(type P II ou P IV, respectivement), 
 Présence de trois sucres caractéristiques (dans les cellules entières) : le galactose, le rhamnose 
et le mannose, 
 Absence d’acides mycoliques pariétaux et de glycine. 
  Les espèces appartenant à ce genre sont à Gram positif, chimioorganotrophes hétérotrophes, 
saprophytes et aérobies stricts. Saccharothrix colonise des écosystèmes très variés tels que les eaux 
usées, les sols désertiques, salés et alcalins voire les sédiments océaniques et les gisements de 
minéraux (Schippers et al., 2002 ; Hozzein et al., 2004 ; Zitouni et al., 2005). Isolé en petit nombre 
à partir de divers substrats et écosystèmes, ce genre reste minoritaire parmi les Actinobactéries. En 
effet, le pourcentage des isolats de Saccharothrix par rapport au total des Actinobactéries ne 
dépasse pas 0,5 % pouvant atteindre les 15 % dans des échantillons de sols sahariens (Athalye et 
al., 1985 ; Sabaou et al., 1998).  
Les colonies portent souvent un mycélium aérien, qui est très peu produit ou abondant selon 
les espèces.  
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La fragmentation des filaments mycéliens est anarchique, souvent en « zig-zag », 
produisant de longues chaînes de spores. Les spores sont non mobiles, en bâtonnets (1 à 2 µm x 
0,7 à 1 µm) ou ovoïdes. À la différence des Streptomyces, Saccharothrix ne produit pas de 
sporophores. Le mycélium du substrat se fragmente en éléments allongés ou coccoïdes (Figure 1.1) 
(Bouras, 2005).  
 
Figure 1.1: Comparaison de la micromorphologie des deux genres Saccharothrix et Streptomyces (Bergey, 1989). 
(MA : Mycélium aérien ; MS : Mycélium du substrat ; RF : Rectus Felxibilis (chaînes de spores droites à flexueuses) ; 
RA : Retinaculum Apertum (chaînes de spores en crochets ou en boucles fermées) ; Type S : Spira (chaînes spiralées) ; 
S : Sporophore (organe de fructification) ; C. sp : Chaîne de spores). 
 
Plusieurs espèces de Saccharothrix furent décrites quelques années après la création de ce 
genre, grâce à la taxonomie numérique et moléculaire basée sur le séquençage de l’ADNr 16S et 
l’hybridation ADN-ADN. Certaines espèces ont été ainsi reclassées dans le genre Saccharothrix : 
S. waywayendensis et S. aerocolonigensis rattachées au genre Lentzea créé par Yassin et al. (1995), 
S. flava rattachée à Lechevalieria créé par Labeda et al. (2001) (Yassin et al., 1995 ; Labeda et al., 
2001). Actuellement, le genre Saccharothrix compte 23 espèces (Tableau 1.1).   
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Tableau 1.1: Espèces du genre Saccharothrix, d'après le National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy). 
Espèce  Numéros d’accès dans les collections  Références  
Saccharothrix algeriensis  NRRL B-24137, NBRC 101915, JCM 
13242, DSM 44581 
 (Zitouni et al., 2004 b) 
Saccharothrix australiensis NRRL 11239, NBRC 14444, JCM 
3370, DSM 43800, ATCC 31497, IFO 
14444, VKM Ac-894 
(Labeda et al., 1984) 
Saccharothrix carnea DSM 45878, CGMCC 4.7097 (Liu et al., 2014)  
Saccharothrix coeruleofusca  NRRL B-16115, DSM 43679, NBRC 
14520, JCM 3313, INA 1335, IFO 
14520, ATCC 35108  
(Labeda et Lechevalier, 1989) 
Saccharothrix ecbatanensis DSM 45486, UTMC 00537, CCUG 
63021 
(Hamedi et al., 2015) 
Saccharothrix espanaensis  NRRL 15764, ATCC 51144, DSM 
44229 
(Labeda et Lechevalier, 1989) 
Saccharothrix flavoverrucoides Taxonomy ID: 104214 (Wang et al., 1999) 
Saccharothrix ghardaiensis DSM 46886, CECT 9046 (Bouznada et al., 2017) 
Saccharothrix hoggarensis  DSM 45457, CCUG 60214 (Boubetra et al., 2013) 
Saccharothrix isguenensis  DSM 46885, CECT 9045 (Bouznada et al., 2016)  
Saccharothrix longispora  NRRL B-16116, DSM 43749, NBRC 
14522, JCM 3314, ATCC 35109, IFO 
14522, INA 10222, VKM Ac-907 
(Labeda et Lechevalier, 1989) 
Saccharothrix lopnurensis  YIM LPA2h, KCTC 39545, CGMCC 
4.7246 
(Li et al., 2015) 
 
Saccharothrix mutabilis 
  
Saccharothrix mutabilis subsp. 
capreolus  
NRRL 2773, DSM 40225, NBRC 
12847, JCM 4630, JCM 4248, IFO 
12847, ATCC 23892 
(Grund et Kroppenstedt, 1989) 
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Saccharothrix mutabilis subsp. 
mutabilis 
NRRL B-16077, ATCC 31520, DSM 
43853, IFO 14310, IFM 240 
(Labeda et Lechevalier, 1989) 
Saccharothrix saharensis  DSM 45456, CCUG 60213 (Boubetra et al., 2013) 
Saccharothrix stipae JCM 30560, ACCC 19714 (Guo et al., 2016) 
Saccharothrix syringae NRRL B-16468, DSM 43886, NBRC 
14523, JCM 6844, INA 2240, ATCC 
51364, IFO 14523, VKM Ac-1858 
(Labeda et Lechevalier, 1989) 
Saccharothrix tamanrassetensis  DSM 45947, CECT 8640 (Boubetra et al., 2015) 
Saccharothrix texasensis  NRRL B-16134, DSM 44231, NBRC 
14971, JCM 9113, IFO 14971, ATCC 
51593, VKM Ac-1968 
(Labeda et Lechevalier, 1989) 
Saccharothrix variisporea  NRRL B-16296, DSM 43911, NBRC 
14104, JCM 3273, IFO 14104, ATCC 
31203, KCC A-0274 
(Kim et al., 2011)  
Saccharothrix violaceirubra  NBRC 102064, JCM 16955, KCTC 
19326 
(Otoguro et al., 2009)  
Saccharothrix xinjiangensis  NBRC 101911, JCM 12329, AS 4.1731 (Hu et al., 2004) 
Saccharothrix yanglingensis KCTC 19722, CGMCC 4.5627 (Yan et al., 2012)  
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Les espèces du genre Saccharothrix sont capables de produire divers métabolites 
secondaires d’intérêt tels que les biocides tels que des benzoquinones, des aminoglycosides, des 
glycopeptides, des alcaloïdes, des composés phosphorés acides et hydrophiles, des hétérocycles 
azotés et soufrés (lactames), des heptadecaglycosides, des macrolides, des anthracyclines et des 
nucléosides carbocycliques (Zitouni et al., 2004 a ; Tsurumi et al.,  1995 ; Takahashi et al., 1986 ; 
Takeuchi et al., 1992 ; Bush et al., 1993). Certains de ces biocides possèdent seulement une activité 
antibactérienne (surtout contre les bactéries à Gram positif) tels que les galacardines, ou 
antifongique et antibactérienne à la fois, tels que les dithiolopyrrolones, la formamycine et la 
dopsisamine, ou seulement antifongique comme la thiazolylpyridine.  
Notre travail porte sur l’espèce Saccharothrix algeriensis, une espèce productrice de 
dérivés dithiolopyrrolones, à laquelle nous consacrons la partie suivante de ce chapitre.  
1.1.1. Saccharothrix algeriensis  
1.1.1.1. Position taxonomique et caractéristiques  
Isolée en 1992 à partir d’un échantillon de sol prélevé d’une oasis du Sud-Ouest algérien (à 
Adrar), Saccharothrix algeriensis a été identifiée et classée dans le genre Nocardiopsis (Boudjella, 
1994). Elle a été reclassée par la suite dans le genre Saccharothrix dont elle possède la 
micromorphologie typique. Suite à une analyse phylogénétique (séquençage de l’ADNr 16S et taux 
d’hybridation ADN-ADN) suivie d’une taxonomie numérique, incluant 77 tests physiologiques, 
des différences ont été mises en évidence entre S. algeriensis et les autres espèces connues du 
genre. Elle fut ainsi nommée Saccharothrix algeriensis par Zitouni et al. en 2004 et déposée dans 
deux collections mondiales : Leibniz-Institut DSMZ (« Leibniz-Institut Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen ») et ARC culture (« Agricultural Research Service Culture ») 
sous les numéros d’accessions DSM 44581 et NRRL B-24137. Le numéro d’accession de la 
séquence ARN 16S est le AY054972 (Zitouni et al., 2004 b). La position taxonomique de 
Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 est indiquée dans le Tableau 1.2.  
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Tableau 1.2: Position taxonomique de Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137. 
Taxon Position 
Domaine Bacteria 
Phylum 
(Embranchement) 
Actinobacteria 
Classe Actinobacteria 
Sous-classe Actinobacteridae 
Ordre Actinomycetales 
Sous-ordre Pseudonocardineae 
Famille Actinosynnemataceae 
Genre Saccharothrix 
Espèce algeriensis 
 
Au niveau morphologique, Saccharothrix algeriensis forme un mycélium aérien abondant 
de couleur jaune-orange sur milieu Bennet, ISP2 et ISP5. La fragmentation de celui-ci donne des 
spores sous forme de bâtonnets ou ovoïdes non mobiles et à surface lisse (Figure 1.2). Le mycélium 
du substrat est ramifié de couleur jaune vif, jaune-orange ou jaune-marron, en fonction du milieu 
de culture utilisé, mais ne se fragmente pas ou peu en milieu liquide comme en milieu solide. Des 
pigments solubles non mélaniques de même couleur sont abondamment sécrétés (Zitouni et al., 
2004 b).  
 
Figure 1.2: Micrographie électronique des chaînes de spores de Saccharothrix algeriensis SA 233T après 10 jours de 
culture sur milieu ISP2 à 30 °C (extrait de l'article de Zitouni et al., 2004 b). 
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Saccharothrix algeriensis est aérobie, à Gram-positif et catalase-positive. Sa paroi 
cellulaire est de type III composée d’acide méso-diaminopimélique, de galactose, de mannose et 
de rhamnose. Les phospholipides membranaires sont de type P IV (phosphatidyl-éthanolamine et 
hydroxy-éthanolamine contenant de la glucosamine) (§1.1).  
L’acide gras membranaire prédominant est l’acide palmitique (iso-C16:0) soit 31,26 % du 
total des acides gras. Les acides pentadécylique (iso-C15 :0) et myristique (iso-C14 :0) sont 
également présents alors que les acides mycoliques sont absents (Tableau 1.3).  
Tableau 1.3: Profil des acides gras constituants la paroi de S. algeriensis NRRL b-24137 (Zitouni et al., 2004 b). 
Acide gras Pourcentage par rapport aux acides gras 
membranaires totaux (%) 
iso-C14:0 3,46 
iso-C15:0 10,06 
anteiso-C15:0 1,8 
C15:1 B 2,11 
iso-C16:1 H 14 
iso-C16:0 31,26 
cis-9-C16:1 3,92 
9-méthyl-C16:0 3,42 
iso-C17:0 1,65 
anteiso-C17:0 3 
cis-9-C17:1 7,37 
iso-2-hydroxy-C16:0 10,44 
10-méthyl-C17:0 1,13 
 
Saccharothrix algeriensis peut se développer dans un milieu dont la gamme de pH est comprise 
entre 5 et 9 et sur une gamme de température allant de 18 à 45 °C mais pas en-dessus de 48 °C. 
Elle utilise le D-fructose, le D-galactose, le D-glucose, le maltose, le D-tréhalose, le glycérol, 
l’acétate, le citrate, le pyruvate, le succinate comme source de carbone. Elle est capable 
d’hydrolyser la caséine, la gélatine, l’esculine, la tyrosine et le Tween 80 et elle possède la nitrate 
réductase. Les principales différences des propriétés physiologiques entre S. algeriensis et quelques 
espèces du genre Saccharothrix sont regroupées dans le Tableau 1.4 (Zitouni et al., 2004 b).  
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Tableau 1.4: Tableau comparatif des différentes propriétés physiologiques de quelques espèces appartenant au genre 
Saccharothrix. (1 : S. algeriensis ; 2 : S. australiensis ; 3 : S. coeruleofuscus ; 4 : S. coeruleoviolacea ; 5 : S. 
espanaensis ; 6 : S. longispora ; 7 : S. mutabilis subsp. mutabilis ; 8 : S. mutabilis subsp. capreolus ; 9 : S. syringae ; 
10 : S. tangerinus ; 11 : S. texasensis ; (-) : réaction négative ; (+) : réaction positive ; f : réaction positive faible) 
(Zitouni et al., 2004 b). 
Caractéristique 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Décomposition de :  
 
Adénine  - - - - - + - - - - - 
Amidon - - + - - + + + + + + 
Hypoxanthine  - - - - + - + + - + + 
Tyrosine + + - - - + + + + + + 
Assimilation du citrate  + - - + f + + - - + - 
Production de : 
 
Nitrate réductase  + + - + f + + - - - + 
Pigments solubles + + - + - - - - + - - 
Production d'acide à partir de :  
 
Arabinose - - + + - + + + + + + 
Dextrine - + + + - + + + + + + 
Inositol - - - - - - + + - + + 
Lactose  - - + + - + + - + + + 
Melibiose  - - - + - - + + + + + 
Méthyle α-D-glucoside - - + f - - + - - f + 
Raffinose - - + - - - + - + + - 
Rhamnose - - + + - + - - + + + 
Sorbitol - + + - - - - - - + - 
Saccharose - - + - + + + - + + + 
Xylose - - + + f + + + + + + 
Croissance en présence de : 
 
4 % NaCl + + + - + + - + + + - 
5 % NaCl - - + - - + - + + f - 
Croissance à :  
 
37 °C + + + + + + + + + - + 
45 °C  + + + + - - + + + - - 
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1.1.1.2. Activités biologiques de Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 
S. algeriensis présente des activités biologiques contre les bactéries à Gram-positif, à Gram 
négatif, les champignons filamenteux et les levures. Les résultats sont regroupés dans le Tableau 
1.5. L’activité bactéricide est moins marquée contre les bactéries à Gram négatif (à l’exception de 
Klebsiella pneumoniae) que celles à Gram positif (à l’exception d’Enterococcus faecalis). 
Toutefois, la seule bactérie testée montrant une absence totale de sensibilité à S. algeriensis est 
Pseudomonas aeruginosa. L’activité antifongique de S. algeriensis est importante contre les 
champignons filamenteux phytopathogènes (tels que ceux du genre Fusarium, notamment l’espèce 
Fusarium oxysporum (Merrouche et al., 2017)) et toxinogènes (tels que Mucor ramannianus), et 
moyenne contre les levures (Saccharomyces cerevisiae et Candida albicans) (Zitouni, 1995). 
Cette activité antifongique a été également valorisée dans le biocontrôle direct contre l’agent 
phytopathogène de la vigne Botrytis cinerea. En effet, S. algeriensis est capable de coloniser les 
cellules racinaires de la plante et de réduire le nombre de feuilles infectées par Botrytis cinerea 
(Muzammil, 2012 ; Compant et al., 2013 ; Muzammil et al., 2014). 
Ces activités biologiques sont dues à des composés secrétés par S. algeriensis identifiés comme 
étant des dithiolopyrrolones, qui font l’objet du paragraphe suivant.  
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Tableau 1.5: Activités biologiques de Saccharothrix algeriensis sur milieu ISP2 déterminée par la méthode des stries 
croisées. L'intensité de l'activité biologique est fonction du diamètre de la zone d'inhibition de croissance en mm : (-) 
pas de zone, (+) zone de 2 à 9 mm, (++) zone de 10 à 19 mm, (+++) zone de diamètre supérieur à 19 mm (Lamari, 
2006). 
Espèce cible  Activité 
biologique  
Espèce cible  Activité 
biologique  
Bactérie à Gram + Champignons filamenteux  
Bacillus subtilis  ++ Alternaria sp.  ++ 
Enterococcus faecalis  + Aspergillus niger  + 
Micrococcus luteus  +++ Botrytis cinerea ++ 
Staphylococcus aureus  +++ Fusarium culmorum  + 
Bactérie à Gram - Fusarium graminearum + 
Alcaligenes faecalis + Fusarium oxysporum f. sp. albedinis ++ 
Escherichia coli ++ Fusarium oxysporum f. sp. ciceri + 
Klebsiella pneumoniae +++ Fusarium oxysporum f. sp. lentis + 
Proteus mirabilis + Fusarium oxysporum f. sp. lini + 
Pseudomonas aeruginosa  - Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici 
++ 
Pseudomonas fluroescens  + Geotrichum candidum ++ 
Serratia marcescens  + Mucor ramannianus  +++ 
Levures  Penicillium purpureum  ++ 
Candida albicans  + Penicillium sp. ++ 
Debaryomyces subglobosus  + Pythium irregulare ++ 
Kluyveromyces lactis + Rhizoctonia solani ++ 
Rhodotorula mucilaginosa  + Sclerotium scleorotiorum ++ 
Saccharomyces cerevisiae  ++ Thielaviopsis neocaledoniae  +++ 
 
 Verticillium sp. ++ 
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1.2. Les Dithiolopyrrolones 
1.2.1. Définition et propriétés structurales  
Les dithiolopyrrolones sont des biocides d’origine naturelle caractérisés par un noyau 
hétérocyclique de type 1,2-dithiolo-[4-3-b]-pyrrol-5-(4H)-one, aussi appelés pyrrolinodithiole ou 
pyrroloisothiazole. La structure de ces dérivés est formée de deux cycles pentanoïques : un cycle 
pyrrole portant des radicaux liés aux azotes 4 et 7, et un cycle dithiole (Figure 1.3.A).  
Selon la nature du radical (R1) relié à l’azote en position 4 du cycle pyrrole, deux familles 
de dithiolopyrrolones, d’origine biologique, sont distinguées : la famille des dérivés holothine (R1 
= H) et celle des dérivés pyrrothine qui portent un groupement méthyl (-CH3). Une sous-famille de 
dérivés holothine existe sous le nom des thiomarinols. Ce sont des dérivés hybrides composés d’un 
analogue de l’acide pseudomonique C lié par une liaison amide au noyau holothine (Shiozawa et 
al., 1993). 
Plusieurs dérivés naturels des deux familles principales ont été identifiés, ils diffèrent par 
le radical porté sur l’azote en position 7. Par ailleurs, d’autres dérivés ont été synthétisés à partir 
des précurseurs chimiques tels que la pyrrothine.  
1.2.1.1. Dithiolopyrrolones sécrétés par Saccharothrix algeriensis 
Les travaux réalisés par Zitouni en 1995 ont mis en évidence la présence dans le filtrat de 
culture de S. algeriensis de composés extractibles par le dichlorométhane. Par séparation sur 
chromatographie sur couche mince (CCM) apparaissaient deux taches de couleur jaune vif. 
L’analyse des composés par spectroscopie (UV-visible, IR, RMN et MS) a révélé la présence de 
six produits appartenant à la famille des dithiolopyrrolones : la thiolutine, l’isobutyryl-pyrrothine, 
le butanoyl-pyrrothine, la benzoyl-pyrrothine, la sénécioyl-pyrrothine et la tigloyl-pyrrothine 
(Lamari et al., 2002) (Figure 1.3.B). 
S. algeriensis est actuellement le seul taxon de son genre capable de produire des 
dithiolopyrrolones. Sur milieu ISP2, la thiolutine est le dithiolopyrrolone majoritairement produit 
par S. algeriensis (Bouras et al., 2008 ; Merrouche et al., 2011). Toutefois, cette dernière est 
capable de biosynthétiser différents dérivés à partir d’acides organiques tels que l’acide valérique, 
l’acide sorbique et benzoïque (Bouras et al., 2008). 
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Figure 1.3: (A). Structure générale des dithiolopyrrolones d’origine biologique : le noyau pyrrolinodithiole et ses 
radicaux R1 et R2. (B). Dérivés dithiolopyrrolones dont ceux produits par Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 
sur milieu ISP2 et complètement caractérisés (Bouras et al., 2008). 
  
Chapitre 1 : Revue bibliographique. 
 
18 
 
1.2.2. Propriétés physico-chimiques des dithiolopyrrolones diversement substituées  
Les principales propriétés physico-chimiques de quelques dérivés de dithiolopyrrolones sont présentées dans le Tableau 1.6. 
Tableau 1.6: Propriétés physico-chimiques et spectroscopiques de quelques dérivés de dithiolopyrrolones (d'après (Celmer & Solomons, 1955 ; Okamura et al., 
1977 ; Lamari et al., 2002) ). 
 Thiolutine Seneciocyl-pyrrothine Tigloyl-pyrrothine Butanoyl-pyrrothine Holomycine 
Couleur jaune jaune-orange jaune-orange jaune-orange jaune-orange 
Formule brute C8H8N2O2S2 C11H12N2O2S2 C11H12N2O2S2 C10H12N2O2S2 C7H6N2O2S2 
Solubilité      
Soluble 
MeOH, EtOH, CHCl3, 
acétone, CH3COOH 
glacial, MIBC, DMSO 
MeOH, CH2Cl2, 
DMSO, CHCl3 
MeOH, CH2Cl2, 
DMSO, CHCl3 
MeOH, CH2Cl2, 
DMSO, CHCl3 
 
Légèrement soluble H2O 
Me2CO, H2O, 
EtOAc, CH3CN 
Me2CO, H2O, EtOAc, 
CH3CN 
Me2CO, H2O, EtOAc, 
CH3CN 
 
Peu soluble Éther, benzène, hexane     
Insoluble  Hexane Hexane Hexane  
UV dans le MeOH: λ 
max en nm (log ) 
250 (3,80), 311 (3,75), 
388 (4,04) 
302 (3,87), 402 
(3,97) 
302 (3,85), 402 (3,96) 308 (3,70), 389 (3,92) 
246 (3,81), 302 (3,49), 
388 (4,05) 
IR dans le KBr: 
max en cm-1 
1550, 1600, 1633, 1666, 
3205 
1225, 1520, 1600, 
1635, 1655, 1680, 
3270 
1210, 1500, 1600, 
1650, 1670, 3220 
1225, 1540, 1600, 
1650, 1680, 3280 
1553, 1600, 1639, 
1661, 3225 
EI-MS (m/z)  
268 (M+), 186, 83, 
55 
268 (M+), 186, 83, 55 256 (M+), 186, 43 214 (M+), 172, 43 
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1.2.3. Source de production des dithiolopyrrolones 
1.2.3.1. Synthèse chimique  
Trois dérivés de dithiolopyrrolones : la thiolutine, l’auréothricine et l’holomycine ont été 
synthétisées totalement par voie chimique dès 1962 par Schmidt et Geiger. Depuis différentes 
approches ont été utilisées pour la synthèse chimique totale des dithiolopyrrolones mais les voies 
de synthèse utilisées restaient complexes (7 étapes au moins). Des voies de synthèse simplifiées 
permettant par ailleurs de multiplier les composés synthétisés ont été aussi rapportées. À titre 
d’exemple, Hjelmgaard et al. (2007) ont réussi à proposer une voie de synthèse en six étapes 
permettant de synthétiser différentes dithiolopyrrolones (R1= H, R2 variable) grâce à l’acylation 
de l’intermédiaire holothine à l’aide de chlorures d’acyle. En outre, Li et al.(2007) ont élaboré une 
voie de synthèse en six étapes qui permet de diversifier à la fois les radicaux R1 et R2 fixés sur le 
noyau pyrrolinodithiole mais cette voie nécessite l’usage de composés toxiques et polluants tels 
que l’acétate de mercure (Hjelmgaard & Nielsen, 2007 ; Li et al., 2007 ; Li et al., 2014).  
Au sein de l’équipe de chimie du LGC, la synthèse de la pyrrothine, a été réalisée, par 
adaptation du protocole décrit par Hjelmgaard et al. (2007) pour la synthèse de l’holothine et de 
ses dérivés dithiolopyrrolones, suivant le schéma présenté sur la Figure 1.4. Le groupement 
méthyle porté par l’azote cyclique est introduit lors de l’étape (b) en remplaçant la 
p-méthoxybenzylamine par de la méthylamine (Li et al., 2007). Finalement, le groupement amide 
de la trifluoroacétyl-pyrrothine (composé 5) est hydrolysé à reflux dans le méthanol en présence 
d’HCl aqueux concentré (étape f) pour permettre l’obtention de la pyrrothine (composé 6) qui est 
récupérée par filtration sous forme d’une poudre de couleur orangé- brun. Le rendement global est 
de 3,53 % (Chorin, 2009).  
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Figure 1.4 :  Synthèse de la pyrrothine.  – Étapes (a) méthoxyde de sodium (NaOMe, 2eq.), p-méthoxybenzylthiol 
(PMBS, 2eq.), éthanol, reflux, 100 %, (b) méthylamine (MeNH2), Et3N, THF, TiCl4, heptane, (c) chlorure d’oxalyle 
(2eq.), Et3N, THF, 31,4 %, (d) Acétate d’ammonium, éthanol, reflux, 53,6 %, (e) m-crésol (10 eq.), TFA, reflux, 42,3 
%, (f) HCl(aq), MeOH, reflux, 49,6 %. 
1.2.3.2. Source Biologique  
Divers microorganismes produisent des dérivés dithiolopyrrolones parmi lesquels existent 
des bactéries à Gram positif telles que celles du genre Streptomyces (S. thioluteus, S. clavuligerus) 
et des bactéries à Gram négatif telles que les bactéries marines Photobacterium halotolerans 
productrice de l’holomycine et Pseudoalteromonas sp SANK 73390 productrice de thiomarinoles 
et xenorhabdines (Zhai et al., 2016 ; Huang et al., 2011 ; Wietz et al., 2010 ; Murphy et al., 2011). 
D’autres sources biologiques de dithiolopyrrolones existent notamment des bactéries non 
mycéliennes comme Xenorhabdus bovienni, Xenorhabdus luminescens, Xenorhabdus 
nematophilus, et des bactéries mycéliennes telles que Saccharothrix algeriensis (Isaacson & 
Webster, 2000 ; Zitouni et al., 2004 b). 
1.2.3.2.1. Biosynthèse des dithiolopyrrolones  
Les premières recherches menées pour tenter d’expliquer les voies de biosynthèse des 
dithiolopyrrolones datent de 1982. Streptomyces kasugaensis était le premier microorganisme 
utilisé par Furumai en 1982 pour étudier la voie de biosynthèse de l’auréothricine (propionyl-
pyrrothine) (Furumai et al., 1982). À l’issu de ses travaux, Furumai émettait l’hypothèse selon 
laquelle la première étape de synthèse de l’auréothricine est la formation du noyau pyrrothine par 
l’association de deux cystéines formant ainsi la L-cystine, le précurseur du noyau. 
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La dernière étape est la formation d’une liaison amide entre un acide organique activé sous 
forme d’acétyl-CoA et le noyau pyrrothine (Figure 1.5).  
 
 
 
 
Figure 1.5: Voie de biosynthèse potentielle des dithiolopyrrolones d’après Furumai et al. 1982. 
Cette hypothèse a été confirmée par les essais de Fuente et al. (2002) près de vingt ans 
après. Fuente a travaillé sur la biosynthèse de l’holomycine chez Streptomyces clavuligerus et a 
prouvé l’existence d’une enzyme catalysant l’acylation de l’acétyl-CoA avec le noyau holothine. 
Ensuite, Huang et al. (2011) ont caractérisé génétiquement et biochimiquement le cluster de gènes 
de la voie de biosynthèse de l’holomycine (hlm). Ce cluster (Figure 1.6) comprend des gènes 
codant une NRPS multidomaine (Non-Ribosomal Peptide synthase), une thioestérase, une globine, 
une acétyltransférase, une lantibiotic décarboxylase, une glucose-méthanol-choline 
oxydoréductase et une acyl-CoA déshydrogénase (Huang et al., 2011).  
 
Figure 1.6: Le cluster de gènes de la voie de biosynthèse de l’holomycine chez S. clavuligerus. A, Les gènes sont 
colorés selon la fonction. hlmA, acyltransférase; hlmB, acyl-CoA déshydrogénase; hlmC, thioestérase; hlmD, glucose-
méthanol-choline oxydoréductase; hlmE, NRPS (Cyclization-Adenylation-Thiolation, Cy-A-T); hlmF, lantibiotic 
décarboxylase; hlmG, globine; hlmH, major facilitator family transporter; hlmI, thiorédoxine-désulfite 
oxydoréductase; hlmJ, hlmM, régulateurs transcriptionels; hlmK, domaine thioestérase inactive; hlmL, domaine de 
condensation (Li & Walsh, 2011). B, la voie de biosynthèse de l’holomycine proposée par Li & Walsh (2011) 
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Par la suite d’autres microorganismes tels que Pseudoaltermonas sp SANK 73390 et 
Yersinia ruckeri ont servi comme modèles pour étudier la voie de biosynthèse de l’holomycine 
(Qin et al., 2013 ; Murphy et al., 2011).  
La comparaison des clusters de gènes de la voie de biosynthèse des dérivés de la pyrrothine 
chez Saccharothrix algeriensis met en évidence des gènes communs montrant que les étapes 
essentielles pour la synthèse des dérivés dithiolopyrrolones sont uniques avec des variations 
mineures selon le microorganisme. La principale différence entre ces clusters est l’absence chez 
les bactéries à Gram-négatif de deux gènes l’un codant la thiorédoxine réductase et l’autre codant 
un domaine de condensation (Figure 1.7) (Zhai et al., 2016). 
 
Figure 1.7: Comparaison des gènes de biosynthèse de microorganismes producteurs de dithiolopyrrolones (extrait de 
l’article de Zhai et al., 2016) .  
Quant à la voie de biosynthèse de la thiolutine par Saccharothrix algeriensis, Huang (2015) 
ainsi que Saker (2014) s’y sont intéressés et ont proposé un cluster nommé dtp (ou thi, comme 
thioluthine) de 15,2 kb de longueur (Huang et al., 2015 ; Saker et al., 2014). D’après les travaux 
de Huang (2015), le séquençage du cluster dtp chez S. algeriensis révèle la présence de dix gènes 
notés dtpA à dtpJ qui constituent une cassette génique ayant un fort pourcentage d’homologie avec 
ceux présents chez les autres microorganismes producteurs de dithiolopyrrolones.  
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Parmi ces gènes, le dtpH code pour un régulateur transcriptionnel de la famille XRE 
« Xenobiotic Response Element » de Streptomyces mobaraensis et dtpG qui code pour une 
fortimycine A-N-formimidoyltransférase dont leurs rôles dans la biosynthèse des 
dithiolopyrrolones reste encore non élucidés (Huang et al., 2015).  
Les gènes de ce cluster sont similaires à ceux codant pour l’holomycine sauf que deux gènes 
codant les acyl-transférases, nommés putativement par Saker ActA et ActB, sont situés en dehors 
de ce cluster. L’analyse enzymatique réalisée par Saker montre que l’acylation de l’atome en 
position 4 serait probablement la dernière étape de la voie de biosynthèse de la thiolutine chez 
Saccharothrix algeriensis (Saker et al., 2014). En outre l’étude du cluster de biosynthèse des 
dithiolopyrrolones par Saker a montré la présence de deux régulateurs transcriptionnels putatifs 
nommées thiM et thiL (Tableau 1.7). Le gène thiM possède une similarité avec deux types de 
régulateurs : un régulateur de la famille MerR impliqué dans la résistance au mercure II chez les 
bactéries à Gram négatif et un régulateur de type LuxR chez S. clavuligerus (Saker, 2013). Les 
régulateurs de la famille MerR sont divisés en deux groupes : un groupe de régulateurs sensibles 
aux stress oxydatifs (comme SoxR) et un groupe de protéines sensibles aux composés aromatiques 
et biologiques toxiques. Le gène thiL code pour un régulateur de la streptomycine (StrR) qui est 
notamment connu chez S. griseus. StrR joue un rôle d’activateur spécifique du cluster de la 
biosynthèse de la streptomycine et fait partie de la régulation en cascade du facteur A dirigé par le 
gène adpA (Saker, 2013).  
Il est fort probable que le cluster dtp chez les souches productrices des dithiolopyrrolones-
type thiolutine comme S. algeriensis, a pour origine un transfert horizontal d’une souche 
productrice de dérivés dithiolopyrrolones-type holomycine. Ce donneur transgénique pourrait 
contenir une N-méthyltransférase avec des spécificités vis-à-vis des substrats tels que la fonction 
amide N-transférase qui pourrait reconnaître l’holomycine et ses dérivés comme étant des substrats 
non spécifiques pour la production des dérivés type thiolutine. Une raison derrière ce point de vue 
évolutif est que la N-méthylation de l’amide chez les souches productrices augmente la 
perméabilité membranaire des composés modifiés réduisant ainsi leur toxicité comme cela a été 
prouvé dans le cas de la gliotoxin et d’autres peptides N-méthylés (Huang et al., 2015).   
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Tableau 1.7: Les gènes du cluster thi de la biosynthèse des dithiolopyrrolones par S. algeriensis et leurs fonctions (d'après Saker, 2013). 
ORF Homologie entre protéines et origine 
 
 
S. clavuligerus 
Identité/ 
similarité 
(%) 
X. bovineii 
SS-2004 
Identité/ 
similarité 
(%) 
Y. ruckeri            
ATCC 29473 
Identité/ 
similarité 
(%) 
Pseudoalteromonas sp 
SANK 73390 
Identité/ 
similarité 
(%) 
Fonction proposée 
thiB SSCG_03485 72/82 XBJI_1749 54/74 ZP_04616955.1 56/71 YP_004661190.1 54/72 Acyl-coA 
déshydrogénase 
thiC SSCG_03486 52/65 XBJI_1750 38/56 ZP_04616956.1 32/50 YP_004661189.1 33/52 Domaine thioestérase 
thiD SSCG_03487 62/72 XBJI_1751 47/64 ZP_04616957.1 45/60 YP_004661188.1 44/62 Glucose-Méthanol-
Choline Oxydoréductase 
thiE SSCG_03488 64/75 XBJI_1752 45/63 ZP_04616958.1 45/60 YP_004661187.1 44/60 NRPS 
thiF SSCG_03489 63/78 XBJI_1746 52/73 ZP_04616952.1 57/74 YP_004661193.1 54/72 Lantibiotique 
décarboxylase 
thiG SSCG_03490 63/78 XBJI_1748 58/73 WP_004721321.1 59/67 YP_004661192.1 58/72 Globine 
thiH SSCG_03491 28/32 
  
WP_004721322.1 23/27 
  
Transporteur MFS 
thiI SSCG_03492 69/78 
      
Thiorédoxine réductase 
thiJ SSCG_03493 67/83 
      
Protéine régulatrice 
thiK S. tenjimariensis 
CAH60155.1 
52/67 
      
N-formimidoyl synthase 
thiL S. glaucescens  53/66 
      
Régulateur de la 
streptomycine  
thiM SCLAV_05211 37/52 
      
Régulateur 
transcriptionnel de la 
famille MerR 
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1.2.4. Mécanisme d’action des dithiolopyrrolones 
Les recherches sur le mécanisme d’action des dithiolopyrrolones sont peu nombreuses mais 
récemment, une étude menée par Chan et al. (2017) propose un schéma hypothétique du mode 
d’action des dérivés dithiolopyrrolones tels que l’holomycine et la thiolutine. D’après cette étude, 
ces dérivés agissent comme des « prodrug » qui une fois assimilées par le microorganisme sont 
réduites et chélatent ainsi le zinc, un cofacteur de nombreuses enzymes telles que les 
métalloenzymes, les aldolases et l’ARN polymérase (Figure 1.8). Ainsi, l’inactivation de ces 
enzymes aura comme conséquence le blocage de la transcription de l’ARN, la non assimilation du 
glucose et la perturbation de la respiration (Chan et al., 2017).  
 
Figure 1.8: Mécanisme d'action des dérivés de dithiolopyrrolones (schéma extrait de l’article Chan et al., 2017). 
L’holomycine est internalisée en tant que prodrogue dans le cytoplasme d’un microorganisme cible tel que E. coli. Au 
niveau du cytoplasme, l’holomycine est réduite en red-holomycine par rupture de la liaison disulfure S-S. La red-
holomycine est alors capable de chélater le zinc par deux voies possibles : la voie (1) se traduit par une chélation des 
ions zinc labiles présents dans le cytoplasme, ou la voie (2) par laquelle la red-holomycine chélate le zinc et le retire 
des sous-groupes d’enzymes zinc-dépendantes ce qui a pour conséquence une inhibition de l’utilisation du glucose, de 
la synthèse de l’ARN et de la respiration. Ces deux voies contribuent à l’effet inhibiteur de l’holomycine mais la voie 
2 est la plus prééminente. En effet, l’holomycine interrompt le transport du zinc via les transporteurs ABC ce qui 
restreint l’assimilation de cet ion par le microorganisme qui devient ainsi d’autant plus sensible à l’holomycine.  
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1.2.5. Intérêt des dithiolopyrrolones  
1.2.5.1. Utilisation dans l’agriculture  
Nombreuses sont les utilisations des dithiolopyrrolones dans le domaine agricole, comme 
en témoigne le nombre de dépôts de brevets déposés sur les effets des dérivés biocides notamment 
la thiolutine, les thiomarinols et l’holomycine (www.uspto.gov/patft).  
Le Tableau 1.8 regroupe les principaux effets de la thiolutine sur des agents 
phytopathogènes attaquant diverses variétés culturales.  
En plus de ses propriétés antifongiques contre des mycètes tels que Venturia inaequalis, 
Puccinia recondita, Pyriculeria oryzea, la thiolutine possède des propriétés herbicides contre 
Lemona minor, une mauvaise herbe inhibitrice de la croissance de certaines plantes (Dell et al., 
1992). Il est intéressant aussi de noter l’activité larvicide de ce dérivé, comme celle des 
xénorhabdines, contre Lucilia sericata, une larve nuisible à certaines cultures (Nickell & Finlay, 
1954). 
Tableau 1.8: Utilisation de la thiolutine sur des agents phytopathogènes.  
Plante/Biotope Dose Pathogène Maladie Référence 
Feuilles de 
tabac 
0,8-7,2 ppm Peronospora tabacina Moisissure bleue (Grosso, 1954) 
Fève 1,2 mg/plante Botrytis fabae Tache chocolat (Meklat, 2004) 
Lin 5 mg/100 g de sol Fusarium oxysporum f.sp. 
Lini 
Fusariose vasculaire (Meklat, 2004 : 
Merrouche et al., 
2017) 
Pommier - Erwinia amylovora Feu bactérien ou 
“Fire Blight” 
(Winter & Young, 
1955) 
Tomate 10 ppm Fusarium oxysporum f.sp. 
Lycopersici 
 Fusariose vasculaire (Gopalkrishnan & 
Jump, 1952 ; 
Merrouche et al., 
2017) 
Vigne 3-25 ppm Pythium ultimum Fonte des semis (Dell et al.,  1992) 
Plasmopara viticola Mildiou 
Sol autoclavé 50 ppm Phytophtora cinnamoni Pourriture des 
racines 
(Zentmyer, 1955) 
Chapitre 1 : Revue Bibliographique  
 
27 
 
1.2.5.2. Utilisation dans le domaine médical  
Les dérivés des dithiolopyrrolones et surtout la thiolutine, ont fait l’objet de plusieurs études 
quant à leurs propriétés thérapeutiques dans le traitement des allergies et de la chimioprévention.  
Par ailleurs, la thiolutine possède des propriétés antitumorales, à l’instar d’autres dérivés 
dithiolopyrrolones, grâce à son mode d’action inhibant l’intégrine αυβ3, une protéine essentielle à 
la croissance des tumeurs et impliquée dans l’adhésion des cellules endothéliales des veines 
ombilicales (HEVC : Human Umbilical Vein Endothelial Cell).  
D’autres propriétés de la thiolutine ont été mises en évidence, notamment son activité 
antiangiogénique (Minamiguchi et al., 2001), et son rôle préventif contre les effets des molécules 
cancérigènes sur les cellules épithéliales et celles du colon, de la prostate, de la peau, des reins, du 
cerveau et des poumons (Webster et al., 2000).  
Par ailleurs, la thiomarinole a montré une activité plus forte que celle de la Mupirocine sur 
le MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) utilisée auparavant dans les hôpitaux 
(Murphy et al., 2011 ; Gao et al., 2017).  
La biosynthèse de ces molécules par des microorganismes tels que Saccharothrix 
algeriensis est une ressource intéressante à exploiter et qui pourrait constituer une alternative à leur 
synthèse organique complexe, onéreuse et polluante. Parmi les stratégies citées dans la littérature 
sur l’optimisation de la production des métabolites secondaires par les microorganismes, la 
modification de la composition chimique des milieux de cultures des microorganismes et 
l’utilisation des éliciteurs constituent des moyens efficaces, simples et peu onéreux. Nous nous 
intéressons dans le cadre de cette revue bibliographique aux moyens d’élicitation des métabolites 
secondaires des Actinobactéries et plus particulièrement à l’élicitation chimique.  
  
Chapitre 1 : Revue Bibliographique  
 
28 
 
1.3. Élicitation des métabolites secondaires  
Il existe plusieurs moyens d’élicitation des métabolites secondaires produits par les 
microorganismes parmi lesquels l’élicitation biologique, l’élicitation moléculaire et l’élicitation 
chimique (Abdelmohsen et al., 2015 ; Rutledge et al., 2015 ; Müller & Wink, 2014 ; Wang et al., 
2008). L’élicitation biologique fait appel à la co-culture entre microorganismes (bactérie-bactérie, 
champignon-bactérie ou champignon-champignon) ainsi qu’à l’addition de lysats bactériens dans 
des différentes cultures de microorganismes (Tableau 1.9).  
Tableau 1.9: Liste non exhaustive de métabolites secondaires produits par élicitation biologique ; (P) : espèce 
productrice ; (I) : espèce inductrice. 
Interaction 
Métabolite 
secondaire produit 
par élicitation 
Activité biologique 
du métabolite 
Référence 
a) Actinomycetes - Actinomycetes     
Streptomyces endus S-522 (P) 
Tsukamurella pulmonis TP-B0596 (I) 
Alchivemycin A Antibiotique  (Onaka et al., 2011) 
Streptomyces coelicolor M145 (P) 
Streptomyces albus (I) 
Actinorhodine  Antibiotique  (Moody, 2014) 
b) Actinomycetes - autre bactérie     
Streptomyces coelicolor A3 (P) 
Bacillus subtilis (I) 
Undecylprodigiosin  Antibiotique  
(Luti & Mavituna, 
2011) 
Streptomyces coelicolor (P) 
Myxococcus xanthus (I) 
Actinorhodine  Antibiotique  (Pérez et al., 2011) 
b) Actinomycetes - champignon      
Aspergillus fumigatus (P) 
Streptomyces rapamycinicus (I) 
Fumicycline A  Antibiotique  
(Marmann et al., 
2014) 
Fusarium tricinctum (P) 
Streptomyces lividans (I) 
Enniatin B1 Antibiotique  (Ola et al., 2013) 
L’élicitation moléculaire implique le décryptage des gènes de biosynthèse des métabolites, 
l’ingénierie ribosomale, la création de souches mutées ainsi que d’autres techniques de génie 
génétique.  
L’élicitation chimique consiste à utiliser des composés chimiques pour l’induction d’un 
stress physiologique ou métabolique qui permettrait d’activer des gènes silencieux et l’optimisation 
de la production de métabolites secondaires par les microorganismes. Nous allons nous intéresser 
aux moyens d’élicitation chimique qui ont été appliqués au cours des travaux de cette thèse.   
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1.3.1. Notion d’éliciteur chimique  
Un éliciteur chimique (ou agent de stress) est une molécule chimique de faible taille 
stimulant des cellules bactériennes pour déclencher des mécanismes de défense chez ces dernières. 
De ce fait les micro-organismes produisent des métabolites secondaires comme, par exemple, des 
antimicrobiens. Jusqu’à présent, le mécanisme d’action des éliciteurs chimiques est mieux connu 
chez les plantes et les champignons que chez les bactéries (Nutzmann et al., 2011 ; Radman et al., 
2003). Les connaissances actuelles sur le mécanisme d’élicitation hypothétique chez les bactéries 
est résumé dans la Figure 1.9.  
 
 
Figure 1.9: Mécanisme d'action hypothétique des éliciteurs chimiques chez les bactéries (extrait de la revue 
d’Abdelmohsen et al., 2015). (1) Internalisation de l’éliciteur par simple diffusion ou par liaison à un récepteur 
spécifique ; (2) Déclenchement d’une réponse à l’éliciteur par changement du taux de certaines molécules telles que 
les ions Ca2+, les alarmones (exp : la guanosine pentaphosphate ((p)ppGpp)) ou les espèces réactives d’oxygène 
(ROS) ; (3) Activation du gène d’un métabolite spécifique ou du cluster par des mécanismes inconnus.  
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L’éliciteur chimique est reconnu par les cellules bactériennes comme un signal chimique 
en se fixant sur un récepteur au niveau de la membrane cytoplasmique ou par simple diffusion à 
travers celle-ci (Kawai et al., 2007 ; Murphy et al., 2011).  
L’internalisation de l’éliciteur dans le cytoplasme bactérien induit des changements des 
taux intracellulaires de certains composés tels que les ions calcium (Murphy et al., 2011), les 
« alarmones » tels que la guanosine pentaphosphate (p)ppGpp (Kawai et al., 2007), et les espèces 
réactives d’oxygène (Radman et al., 2006).  
Ces changements servent comme des signaux intracellulaires pour la régulation des 
métabolites secondaires par des mécanismes peu connus. En outre, l’éliciteur peut directement 
influencer la transcription de clusters de synthèse de métabolites secondaires ou induire la 
transcription des gènes activateurs de clusters cibles (Kawai et al., 2007 ; Tanaka et al., 2010 ; Ochi 
et al., 2014) 
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1.3.2. Élicitation chimique  
Nombreuses sont les études qui mettent en valeur l’effet des composés organiques et 
inorganiques et les éléments rares sur l’induction de la production de métabolites secondaires par 
les Actinobactéries (Tableau 1.10) (Abdelmohsen et al., 2015). 
Tableau 1.10: Liste non exhaustive de métabolites secondaires produits par élicitation chimique. 
Éliciteur chimique Souche 
Métabolite 
secondaire induit 
Mécanisme d'élicitation Référence 
Scandium (Sc3+) 
S. coelicolor Actinorhodine 
Liaison au ribosome ce qui 
induit une régulation de 
l'activateur de transcription 
de l'antibiotique et une 
diminution du niveau de 
l'alarmone ppGpp 
(Kawai et al., 2007 ; 
Ochi & Hosaka, 
2013) 
S. griseus Streptomycine 
Scandium et 
Lanthane 
S. coelicolor A3 Actinorhodine 
Régulation positive de neufs 
gènes impliqués dans la 
voie de biosynthèse 
(Ochi & Hosaka, 
2013 ; Zhu et al.,  
2014) 
Diméthylsulfoxyde 
S. venezuelae 
ATCC 10712 
Chloramphénicol 
Altération de la traduction 
(Chen et al., 2000) ; 
Pettit, 2011) 
S. glaucescens Tetracenomycine 
S. aureus 
ATCC 14921 
Thiostrepton 
S. lividans Prodigiosine 
Diméthylsulfone 
S. venezuelae  
ATCC 10712 
Chloramphénicol inconnu (Chen et al., 2000) 
Butyrate de 
sodium 
S. coelicolor Actinorhodine 
Inhibition des histones 
désacétylases 
(Zhu et al., 2014) 
Éthanol 
S. venezuelae 
ISP5230 
Jadomycine B 
Altération de la perméabilité 
membranaire, précurseur 
métabolique 
(Doull et al., 1994 ; 
Pettit, 2011) 
S. glaucescens Tetracenomycine Inconnu (Pettit, 2011) 
S. hygroscopicus Validamycine A 
Activation des gènes de la 
biosynthèse par le biais des 
espèces réactives de 
l'oxygène 
(Zhou et al., 2012) 
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La réponse d’élicitation induite par ces composés dépend de la nature et du nombre des 
voies métaboliques ciblées et de la puissance de leur activation. Le butyrate de sodium et des ions 
des éléments rares tels que le scandium (Sc3+) et le lanthane (La3+) induisent la production 
d’actinorhodine par Streptomyces coelicolor A3 par la régulation de gènes activateurs de la 
biosynthèse de ce métabolite (Kawai et al., 2007 ; Ochi & Hosaka, 2013 ; Zhu et al., 2014).  
Les solvants tels que l’éthanol, le propanol, le butanol, le diméthylsulfoxyde et la 
diméthylsulfone ont été étudiés pour leur effet inducteur de production d’antibiotiques chez les 
Streptomyces (Abdelmohsen et al., 2015). Notamment, le diméthylsulfoxyde induit une 
surproduction de chloramphénicol par l’espèce Streptomyces venezuelae ATCC 10712 lorsqu’il est 
ajouté dans le milieu de culture à des concentrations allant de 3 à 5 % v/v  (Chen et al., 2000). Il 
est intéressant de noter que l’effet des solvants en tant qu’éliciteur sur les bactéries à Gram positif 
n’est pas le même que sur celles à Gram négatif en raison de la composition différente de la paroi 
chez chacun de ces types bactériens (Segura et al., 2012 ; Heipieper et al., 2007).   
L’étude du profil d’expression des gènes d’organismes modèles tels que Escherichia coli a 
permis de mieux comprendre l’effet des alcools. Selon cette étude, les alcools tels que l’éthanol et 
le butanol pourraient induire un stress oxydatif chez les bactéries et modifier la perméabilité 
membranaire ce qui engendre des modifications au niveau de la croissance et du profil métabolique 
(Rutherford et al., 2010).  
Zhou et al. (2012) ont étudié l’effet de l’ajout de l’éthanol au milieu de culture de 
Streptomyces hygroscopicus, une souche productrice de la validamycine A. Ils ont proposé un 
schéma de signalisation (Figure 1.10) induit par l’éthanol selon lequel les espèces réactives de 
l’oxygène (ROS) seraient responsables de l’activation des régulateurs transcriptionnels de la 
biosynthèse de la validamycine A et de la synthèse du précurseur (sedoheptulose-7-phosphate) de 
cet antibiotique (Zhou et al., 2012). Étant donné que le stress oxydatif permet de déclencher chez 
certaines bactéries une surproduction d’antibiotiques, nous allons y consacrer le paragraphe 
suivant. 
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Figure 1.10: Cascade hypothétique du signal de transduction induite par l'éthanol (à 10 mM) chez S. hygroscopicus 
(extrait de l’article de Zhou et al., 2012). La perception par la bactérie des faibles concentrations d’éthanol dans le 
milieu de culture, génère des espèces réactives d’oxygène (ROS) dans le cytoplasme qui induisent l’activation des 
régulateurs afsR et glnR. Ces régulateurs contrôlent la transcription des gènes valABC, valKLMN et valG de la voie de 
biosynthèse de la validamycine A. Parallèlement, l’addition de l’éthanol au milieu de culture est accompagnée d’une 
augmentation des réactions métaboliques de la voie pentose-phosphate (PPP pour Pentose Phosphate Pathway) qui 
produisent la sedoheptulose-7-phosphate, précurseur de la validamycine A. Par conséquent, l’accumulation des 
précurseurs de la validamycine A et l’activation des gènes de sa biosynthèse sont à l’origine d’une optimisation de la 
production de la validamycine A par Streptomyces hygroscopicus. EMP : voie métabolique d’Embden-Meyerhof-
Parnas (voie métabolique d’assimilation du glucose et de prodction d’énergie), GAPDH : Glycéraldéhyde-3-phosphate 
déshydrogénase, G6PD : Glucose-6-phosphate déshydrogénase.  
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1.3.2.1. Le stress oxydatif chez les bactéries  
Le stress peut-être défini comme l’ensemble des conditions qui induisent des changements 
physiologiques chez les organismes vivants affectant ainsi leur croissance et générant des 
dommages cellulaires. Dans ces conditions hostiles le fonctionnement optimal des organismes est 
altéré. En conséquence, les organismes s’adaptent au stress en développant des mécanismes divers 
de résistance qui ont pour but une acclimatation dans ces nouvelles conditions de vie (Mittler, 2017 
; Booth, 2002).  
Il existe deux types de stress environnementaux : biotique et abiotique. Le stress biotique 
est une forme de concurrence entre les organismes vivants telle que la prédation. Le stress abiotique 
est un changement physico-chimique des facteurs environnementaux tels que la salinité, la 
température, les rayons UV, l’oxygène, le pH, la présence de métaux, etc. Chez les bactéries, les 
réponses aux différents types de stress peuvent-être classifiées en deux catégories : une réponse 
générale et une réponse spécifique.  
La réponse générale au stress est indépendante de la nature du stress et joue un rôle essentiel 
dans la survie des bactéries dans l’environnement. Elle peut se traduire par la conservation de 
l’intégrité de l’enveloppe cellulaire, la biogenèse de transporteurs contrôlés par des facteurs 
cytoplasmiques ou extra-cytoplasmiques ou la modification de la morphologie bactérienne 
(sporulation, formation de biofilm, acquisition de structures de motilité) (Lushchak, 2011).  
La réponse spécifique au stress dépend de la nature du stress. Le stress oxydatif médié par 
les espèces réactives d’oxygènes (ROS) constitue un exemple de stress qui génère des réponses 
spécifiques chez les bactéries aérobies. Ces dernières possèdent des systèmes tels que la 
thiorédoxine, la catalase et d’autres enzymes anti-oxydantes qui permettent de neutraliser les ROS 
et minimiser leurs dommages cellulaires (Mittler, 2017 ; D’Autréaux et al., 2007).  
Les principaux ROS générés par l’oxygène chez les bactéries sont l’anion superoxyde (O2.-), le 
peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le radical hydroxyle (HO.). Ces espèces réactives d’oxygène 
attaquent tous les constituants cellulaires tels que les lipides, les protéines et les acides nucléiques 
et provoquent la mort cellulaire (Figure 1.11) (Møller & Sweetlove, 2010). 
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Figure 1.11: Les origines et les cibles des espèces réactives d'oxygène (extrait de l'article D'Autréaux et al., 2007). Les 
expéces réactives d’oxygène sont le radical hydroxyle, le peroxyde d’hydrogène et l’anion superoxyde. Ils ont des 
cibles différentes : le radical hydroxyle attaque les lipides, les acides nucléique et les acides aminés ; le peroxyde 
d’hydrogène oxyde les métalloenzymes et les résidus cystéines et méthionines et libère le fer des clusters fer-soufre 
Fe-S ; l’anion superoxyde forme des radicaux toxiques tels que le monoxyde d’azote. L’ensemble de ces modifications 
physiologiques engendrent des réponses de SOS chez les bactéries. La réponse SOS est un mécanisme de régulation 
qui permet l’adaptation et l’évolution de la bactérie quand les conditions environnementales l’exigent. 
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L’anion superoxyde (O2.-) est produit par des processus enzymatiques impliquant des 
enzymes, telles que NADPH oxydases ou des oxygénases cytochrome P450 dépendantes (Babior, 
2001), ou des processus non enzymatiques médiés par des coenzymes, des flavines ou des 
groupements Fe-S (Babior, 2000).  
Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) peut être formé au cours des différentes réactions comme, 
par exemple, pendant la réaction de dismutation spontanée du superoxyde ou lors de l’oxydation 
des protéines à fer, des flavoprotéines et d’autres composés cellulaires réduits (Touati, 2000). De 
plus, l’auto-oxydation, causée par des rayons UV, des thiols, des catéchols, des flavines, des 
déshydrogénases, des oxydases et des cytochromes engendre la formation du peroxyde 
d’hydrogène ainsi que de l’anion superoxyde. 
Les radicaux hydroxyles peuvent êtres produits par la réaction de Fenton entre le peroxyde 
d’hydrogène et des ions ferreux ou d’autres métaux de transition (D’Autréaux et al., 2007).  
1.3.2.1.1. Les mécanismes de défenses contre le stress oxydatif  
Les mécanismes de défense des bactéries contre les ROS se traduisent par l’élimination des 
espèces réactives et le déclenchement des mécanismes généraux de réponse aux stress.  
L’élimination des espèces réactives est assurée par des enzymes telles que la superoxyde 
dismutase (SOD), les catalases (CAT) et les peroxydases. La SOD élimine le radical superoxyde 
en le transformant en peroxyde d’hydrogène. Le peroxyde d’hydrogène sera ensuite dismuté sous 
l’action de la catalase en eau et en oxygène. Les catalases assurent la dismutation du peroxyde 
d’hydrogène en eau et en oxygène. Les peroxydases décomposent également le peroxyde 
d’hydrogène (D’Autréaux et al., 2007 ; Mishra & Imlay, 2012).  
La protection des résidus cystéines des biomolécules contre l’oxydation est assurée par les 
thiol-transférases telles que la thiorédoxine et la glutathion réductase qui assurent la réduction des 
ponts disulfures.  
La thiorédoxine est une protéine qui permet le transfert d’atomes hydrogènes vers les 
résidus cystéines grâce à un système thiorédoxine qui implique deux enzymes : la thiorédoxine 
peroxydase et la thiorédoxine réductase. Le transfert d’électrons du NADPH grâce à l’action de la 
thiorédoxine réductase permet la ré-oxydation de la thiorédoxine et la réparation des dommages 
aux protéines (Arnér & Holmgren, 2000).  
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1.3.2.1.2. Récepteurs des espèces réactives de l’oxygène chez les bactéries  
Les bactéries possèdent des récepteurs spécifiques aux espèces réactives de l’oxygène 
parmi lesquels les facteurs transcriptionnels SoxR, OxyR et PerR.  
SoxR est un facteur transcriptionnel spécifique des ions superoxydes (O2.
-). L’oxydation du 
cluster SoxR [2Fe-2S]+ par l’anion superoxyde induit un changement conformationnel de SoxR ce 
qui affecte la liaison de ce dernier à l’opérateur de l’ADN et active la transcription du gène (Figure 
1.12.a). La réduction SoxR est assurée par la ferredoxine-NADPH dépendante.  
OxyR et PerR sont des facteurs transcriptionnels spécifiques du peroxyde d’hydrogène 
(H2O2) et des peroxydes organiques. OxyR et PerR sont des orthologues fonctionnels qui régulent 
des gènes communs responsables de la production des catalases, de la peroxyrédoxine et d’un 
régulateur transcriptionnel du métabolisme du fer. En outre, OxyR joue un rôle dans le contrôle de 
la thiorédoxine (Trx), de la glutathion réductase et de la glutarédoxine (Grx).  
PerR agit comme un répresseur alors que OxyR comme un activateur.  
L’oxydation d’OxyR par le peroxyde d’hydrogène permet sa fixation à l’ADN et 
l’activation de la transcription des gènes cibles. La réduction de ce facteur est assurée par la 
glutarédoxine (Grx) (Figure 1.12.b). 
La PerR est aussi sensible au peroxyde d’hydrogène, qui oxyde le cluster [4Fe–4S]2+ de son 
centre actif en [3Fe–4S]+. Ce dernier étant instable, l’ion Fe2+ est libéré. Sous sa forme oxydée, le 
PerR se détache de l’opérateur, ce qui permet le déclenchement de la transcription (Figure 1.12.c).  
Dans l’état de connaissance actuel, les chercheurs considèrent ce facteur comme un 
répresseur qui une fois oxydée, perd sa fonction, le mécanisme de ré-oxydation mis en jeu est 
inconnu.  
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Figure 1.12: Récepteurs bactériens des espèces réactives d'oxygène (extrait de l'article D’Autréaux et al., 2007). (a) 
L’ion superoxyde active la transcription du facteur SoxR par liaison au site acif. La réduction de SoxR par l’action de 
la ferrédoxine NADPH-dépendante rend cet opérateur inactif ; (b) le facteur transcriptionnel OxyR est activé par le 
peroxyde d’hydrgène qui oxyde les fonctions thiols SH en formant un pont diulfure S-S ce qui permet la liaison d’OxR 
à l’ADN et l’activation de la transcription. Ce facteur est inactivé par réduction du pont disulfure par la glutarédoxine ; 
(c)  PerR est un répresseur transcriptionnel sensible au peroxyde d’hydrogène. En présence du peroxyde d’hydrogène, 
le fer présent au niveau du site actif de PerR est libéré ce qui active la transcription. Le mécanisme de réoxydation de 
ce facteur transcriptionnel est inconnu.  
À la lumière de ce qui a été présenté, nous retiendrons que la majorité des bactéries aérobies 
réagissent aux ROS en déclenchant des réponses spécifiques en fonction de la nature de l’espèce 
oxygénée. De plus, il a été rapporté que le stress oxydatif déclenche l’activation de certaines voies 
de biosynthèse de métabolites secondaires tels que les antimicrobiens chez les Actinobactéries 
(Zhou et al., 2012). L’effet des espèces réactives de l’oxygène serait alors similaire à des molécules 
signal qui régulent la transcription des clusters de métabolites secondaires. Un autre type de 
molécules signals existe chez les bactéries. Il s’agit des auto-inducteurs du Quorum Sensing 
auxquels nous consacrerons la partie suivante de ce chapitre.  
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1.3.3. Élicitation chimique par des inducteurs du Quorum Sensing  
1.3.3.1. Communication bactérienne : le Quorum Sensing 
Chez tous les organismes vivants existe un phénomène biologique fondamental appelé 
communication intercellulaire qui leur permet d’avoir, en fonction des conditions 
environnementales ou physiologiques, un comportement adéquat (Hooshangi & Bentley, 2008). 
Une de ces formes de communication chez les bactéries est le Quorum Sensing (QS).  
Le QS est un mode de communication inter- et intra-espèces bactériennes reposant sur le 
principe de production, sécrétion et détection de molécules signals (appelées auto-inducteurs) au 
cours de la phase de croissance bactérienne. Lorsque la concentration de ces molécules signals 
atteint un seuil critique appelé quorum dans le milieu extracellulaire, celles-ci diffusent dans la 
cellule bactérienne et interagissent avec des régulateurs transcriptionnels contrôlant l’expression 
de gènes cibles spécifiques (Waters & Bassler, 2005 ; Czajkowski & Jafra, 2009). Grâce à ce 
processus de signalisation et de régulation génétique, les bactéries sont capables de contrôler des 
activités physiologiques aussi diverses que complexes comme celles citées ci-dessous (Figure 1.13) 
qui permettent leur survie dans un environnement complexe (Hooshangi & Bentley, 2008).   
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Figure 1.13: Le mécanisme du Quorum Sensing (Schéma extrait de l’article Roy et al., 2011). Selon leur type Gram, 
les bactéries produisent et sécrètent dans le milieu environnant des molécules autoinductrices de type AIP, AI-2 ou 
AHL. Pendant la phase exponentielle de croissance, la concentration des autoinducteurs augmente en fonction de la 
densité de la population bactérienne. À partir d’une concentration seuil critique, appelée «quorum », les bactéries 
adoptent un comportement physiologique collectif aboutissant selon l’espèce bactérienne : à la formation de biofilms, 
production de toxines virulentes, bioluminescence ... etc. 
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1.3.3.2. Historique  
C’est dans les années 1970 que le premier mécanisme de communication entre les bactéries 
a été découvert chez Vibrio fischeri, une γ-protéobactérie marine vivant en symbiose dans les 
cellules du calamar Euprymna scolopes. Cette bactérie bioluminescente est capable de produire de 
la lumière dans les cellules de ses hôtes grâce à l’enzyme luciférase capable d’oxyder la luciférine 
générant ainsi l’émission d’un photon. Cependant, in vitro la production de lumière n’est 
observable que dans une culture à forte densité cellulaire de Vibrio fischeri. En effet, c’est lors de 
la phase exponentielle de croissance qu’il y a induction de la bioluminescence. Une expérience 
mise en place par Kempner et Hanson en 1968 a permis l’induction de la bioluminescence dans 
une culture de Vibrio fischeri à faible densité cellulaire, après l’ajout de surnageants d’autres 
cultures à forte densité cellulaire (Kempner & Hanson, 1968). Ceci explique le fait que Vibrio 
fischeri n’est capable de produire de la lumière que dans les cellules des organes de ses hôtes dans 
lesquelles sa densité cellulaire peut atteindre 1010 bactéries/mL (Hastings & Mitchell, 1971).  
Kaplan et Greenberg ont défini la notion d’auto-inducteur dans le modèle de régulation de 
Vibrio fischeri (Kaplan & Greenberg, 1985). Plus tard, l’expression Quorum Sensing (QS) a été 
introduite par Fuqua et Winans en 1994 suite à la découverte d’un système de régulation qui 
contrôle le transfert de plasmide conjugatif Ti chez Agrobacterium tumefasciens (Fuqua & Winans, 
1994).  
1.3.3.3. Auto-inducteurs du Quorum Sensing 
Le terme d’auto-inducteurs a été employé pour désigner la forte corrélation entre la 
concentration des molécules signals et la densité des cellules bactériennes dans le milieu. La 
concentration seuil en auto-inducteurs une fois atteinte, les bactéries déclenchent de manière 
coordonnée un changement de leur comportement  (Nealson et al., 1970). La définition d’une 
molécule d’auto-inducteur repose sur quatre critères essentiels (Winzer et al., 2002) :  
i. La molécule est produite à un moment précis de la croissance ou suite à un stimulus 
environnemental ; 
ii. La molécule se concentre dans le milieu extracellulaire et est reconnue via un récepteur 
spécifique ; 
iii. En-dessus d’une concentration seuil critique, les bactéries adoptent une réponse 
collective ; 
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iv. La réponse collective doit impliquer des mécanismes autres que ceux liés au 
catabolisme de la molécule. 
Les microorganismes perçoivent ces molécules à des concentrations infimes variant du pico-
molaire (pM) au milli-molaire (mM). Les auto-inducteurs sont classés dans trois groupes : 
(Hooshangi & Bentley, 2008) : 
 AIP : Peptide Auto-Inducteur, spécifique des bactéries à Gram-positif. 
 AI-2 : Auto-Inducteur 2, présent chez les deux types bactériens.  
 AHL : Acyl Homosérine Lactones (ou HSL), spécifique des bactéries à Gram négatif.   
D’autres molécules ont également été rapportées, telles que les quinolones et les 
dicétopipérazines chez certaines espèces bactériennes à Gram négatif (Pesci et al., 1999 ; Campbell 
et al., 2009). Les auto-inducteurs du QS sont spécifiques non seulement au type de Gram des 
bactéries mais aussi à chaque espèce (Kendall & Sperandio, 2007 ; Lasarre & Federle, 2013).  
1.3.3.4. Les différentes molécules inductrices du QS 
1.3.3.4.1. Peptides  
Les oligopeptides sont des auto-inducteurs spécifiques aux bactéries à Gram positif. Ces 
peptides sont spécifiques pour un récepteur donné. Elles sont libérées dans le milieu extérieur grâce 
à des transporteurs transmembranaires (Sturme et al., 2002). Diverses structures d’oligopeptides 
sont identifiées en fonction des genres et espèces bactériens (Tableau 1.11). 
Tableau 1.11 : Phénotypes de QS régulés par des oligopeptides. 
Espèce Oligopeptide 
Homologues 
LuxI/LuxR 
Mécanisme 
régulé par le 
QS 
Référence 
Bacillus 
subtilis 
ERGMT CSF/phrC Sporulation (Waters & 
Bassler, 2005) ASPITRQWGD ComX Compétence 
Staphylococcus 
aureus 
AIP-I YSTCDFIM 
AgrBCDA Virulence 
(Lyon et al., 
2002) 
AIP-II GVNACSSLF 
AIP-III INCDFLL 
AIP-IV YSTCYFIM 
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1.3.3.4.2. Auto-inducteur 2 (AI-2) 
Dans la nature, les bactéries se développent en communautés polymicrobiennes. Les 
bactéries à Gram positif et à Gram négatif peuvent produire des molécules signals comme l’auto-
inducteur-2 (AI-2) qui peut cibler la communication de certaines espèces microbiennes et ainsi 
modifier le comportement inter- et intra-espèces (Federle, 2009). Les AI-2 sont des dérivés de la 
molécule 4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione ou DPD, à titre d’exemple le (2S,4S)-2-méthyl-2,3,3,4-
tetrahydroxytetrahydrofuran-borate (S-THMF-borate) et le (2R,4S)-2-méthyl-2,3,3,4-
tetrahydroxytetrahydrofurane (R-THMF) (De Keersmaecker et al.,  2006 ; Xavier & Bassler, 2003 ; 
Waters & Bassler, 2005) dont les structures sont rapportées dans la Figure 1.14).  
 
Figure 1.14: Structures de deux AI-2 sécrétés par deux espèces différentes. 
L’identification de ce type d’auto-inducteur indique que certaines bactéries appartenant à 
différentes espèces sont capables de communiquer entre elles. Ainsi, il pourrait être envisageable 
qu’une molécule puisse cibler la communication et donc le comportement de plusieurs espèces 
microbiennes (Prajapat & Saini, 2018). 
1.3.3.4.2.1. Mécanisme d’action  
Le principe de ce type de QS repose sur une double régulation de l’expression de gènes 
cibles par l’intermédiaire de deux types d’auto-inducteurs dont l’un d’eux est un dérivé de l’AI-2. 
Toutes les AI-2 sont reconnues spécifiquement par des récepteurs formant ainsi des complexes à 
l’origine de l’activation de gènes cibles. En effet, divers dérivés de DPD sont reconnus par leurs 
récepteurs spécifiques chez des espèces bactériennes différentes, ce qui met en évidence le langage 
universel des AI-2 dans la communication intra- et inter-espèces (Xavier & Bassler, 2005 ; Bassler 
& Losick, 2006). 
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1.3.3.4.3. Les Acyl Homosérine Lactone (AHL) 
Les AHL sont retrouvées chez un grand nombre de bactéries à Gram négatif. La structure 
de ces auto-inducteurs a été identifié pour la première fois chez la bactérie marine Vibrio fischeri 
(Kempner & Hanson, 1968). Toutes les AHL identifiées jusqu’à présent comprennent un cycle 
lactone lié par une liaison amide à une chaîne d’acide gras. Les AHL se distinguent par la variation 
de la longueur de la chaîne, allant de 4 à 18 carbones (Waters & Bassler, 2005), et l’absence ou 
non d’un radical hydroxy ou oxo en position 3 (Figure 1.15). La diversité des AHL garantirait la 
spécificité de la signalisation du QS chez les bactéries à Gram négatif (Waters & Bassler, 2005) 
De plus, les AHL peuvent exister sous forme d’énantiomères dont l’efficacité n’est pas toujours la 
même. Par exemple, les travaux de McClean en 1997 ont mis en évidence le fait que l’isomère (L) 
de la 3-oxo-C6-HSL est soixante fois plus actif que l’isomère (D) (McClean et al., 1997).   
 
Figure 1.15: Différentes structures d'AHL (d'après Uroz et al. 2005). 
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1.3.3.4.3.1. Mécanisme d’action des AHL  
Un grand nombre de bactéries à Gram négatif communique via un mécanisme QS 
impliquant trois composants majeurs : l’auto-inducteur (AHL), une synthase (LuxI) et un récepteur 
(LuxR) qui régulent l’expression de gènes cibles (Miller & Bassler, 2001). Voici un exemple de 
mécanisme décrit chez V. fischeri. Ce système de QS met en jeu un couple de protéines appelées 
LuxI-LuxR qui contrôlent l’expression d’un groupe de gènes appelé l’opéron luciférase 
luxICDABEG, codant pour la bioluminescence.  
LuxI est une AHL synthase qui synthétise l’auto-inducteur : la 3-oxo-hexanoyl-L-
homosérine lactone (ou 3-oxo-C6-HSL) (Eberhard et al., 1981). À faible densité cellulaire, luxI est 
faiblement transcrit ce qui ne permet pas la perception de la 3-oxo-C6-HSL par son récepteur 
spécifique, LuxR.  
Lorsque la densité cellulaire atteint l’ordre de 1011 cellules/mL, la 3-oxo-C6-HSL est 
diffusée dans le milieu extracellulaire jusqu’à atteindre une concentration seuil au-delà de laquelle 
elle se fixe au facteur de transcription spécifique codé par le gène luxR. Le complexe 3-oxo-C6-
HSL /LuxR ainsi activé se fixe sur la boîte lux, le promoteur de l’opéron luxICDABE, et régule sa 
transcription (Kaplan & Greenberg, 1985 ; Engebrecht et al., 1984).  
La population bactérienne produit de la lumière grâce au rétrocontrôle positif dû à la 
présence de luxI dans l’opéron : LuxI provoque l’augmentation de la production de 3-oxo-C6-HSL 
alors que celle de luxCABEG entraîne la production de la lumière (Waters & Bassler, 2005) (Figure 
1.16).  
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Figure 1.16: Mécanisme du QS chez Vibrio fischeri médié par AHL (extrait de l’article de Waters & Bassler, 2005). 
À faible densité cellulaire, la synthèse des AHL par les précurseurs SAM (S-Adenosyl-Methionine) et l’acyl-ACP 
(Acyl Carrier Protein) n’est pas suffisamment importante pour que l’activation de la transcription de l’opéron 
luxICDABEG soit activée. Par contre, quand la densité cellulaire est forte, les AHL se trouvent en plus forte 
concentration et sont perçues par leurs récepteurs LuxR. Le complexe LuxR-AHL (en duplicat) se fixe sur la boîte lux 
et induit la transcription de l’opéron luxICDABEG. Il y a alors une production de AHL et de lumière.  
 
Selon certains auteurs, une grande spécificité de reconnaissance existerait entre les 
molécules AHL et leurs récepteurs LuxR apparentés (Waters & Bassler, 2005). Elle pourrait 
provenir d’un phénomène de sélection naturelle favorisant la communication intra-espèces et 
diminuant les probabilités d’interférences avec les signaux différents des autres espèces. Cependant 
la communication inter-espèces pourrait exister du fait de l’existence de plusieurs systèmes 
homologues à LuxI/LuxR au sein d’une espèce voire chez le même organisme (Shiner et al., 2005 
; Prajapat & Saini, 2018).    
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1.3.3.4.4. Autres autoinducteurs 
Parallèlement aux catégories d’auto-inducteurs décrites précédemment, il existe chez les 
Actinobactéries différentes molécules de signalisation (Figure 1.17) : des gamma-butyrolactones, 
mais aussi les dérivés méthylenomycine furanes (MMF), AI-2 et d’autres analogues d’AHL 
(Polkade, 2016).  
Figure 1.17: Auto-inducteurs produits par les Actinobactéries (d'après Polkade et al., 2016). 
 
a) Les γ-butyrolactones (GBL) 
Les GBL sont des molécules signals spécifiques aux Actinobactéries. Jusqu’à présent, 
quatorze différentes molécules de type 2,3 γ-butyrolactone (GBL) produites par sept espèces de 
Streptomyces spp ont été identifiées. Comme les AHL des bactéries à Gram négatif, les GBL 
diffèrent par la longueur de leur chaîne d’acide gras mais aussi par leur stéréochimie (Polkade et 
al., 2016 ; Willey & Gaskell, 2011).  
Tout comme les AHL, le mécanisme d’action de ces molécules consiste en la liaison à des 
récepteurs spécifiques pour former un complexe qui va agir comme répresseur d’un cluster de 
gènes cibles (Recio et al., 2004). À titre d’exemple, chez Streptomyces hygroscopicus la 
biosynthèse de la validamycine A est stimulée et optimisée par l’addition de la 1,4-ɤ-butyrolactone 
au milieu de culture (Tan et al., 2013).  
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 Le Facteur A  
Une des GBL la plus étudiée est le facteur A (A pour autorégulation), identifié avant les AHL 
(vers 1967). Le facteur A est produit par Streptomyces griseus pour contrôler non seulement la 
différentiation morphologique mais aussi la production de la streptomycine (Ando et al., 1997).  
Par ailleurs, le facteur A est impliqué dans la production d’un pigment jaune (le grixazone) par 
Streptomyces griseus. Sa formule chimique est 2-(6’-méthylheptanoyl)-3R-hydroxyméthyl-4-
butanolide (Figure 1.17).  
 Mécanisme d’action du facteur A 
Le facteur A s’accumule progressivement dans le milieu de culture jusqu’à atteindre un niveau 
maximal de 25-30 ng/mL (équivalent à 100 nM) durant la mi-phase exponentielle de croissance 
(Ando et al., 1997). Une fois produit par S. griseus, il se lie à une protéine intracellulaire ArpA 
pour former un complexe qui a pour rôle la désactivation d’un activateur transcriptionnel AdpA. 
Ce dernier est responsable de l’activation transcriptionnelle de quatre gènes essentiels : le facteur 
sigma (adsA) impliqué dans la différentiation morphologique, un régulateur transcriptionnel 
impliqué dans la formation des hyphes (amfR), un gène clé pour la septation lors de la sporulation 
(ssgA) et le gène activateur de la voie de biosynthèse de la streptomycine (StrR) (Horinouchi & 
Beppu, 1993) (Figure 1.18-a).  
  Chez S. coelicolor, trois GBL ont été isolées et nommées SCB1, SCB2 et SCB3 (Figure 
1.18-b). Il s’avère que le SCB1 est impliqué dans la biosynthèse des molécules actinorhodine et 
undecylprodigiosin. Les SCBs exercent leurs effets à des concentrations dans l’intervalle de 0,25-
0,5 µM (Takano et al., 2001).  
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Figure 1.18: Mécanisme d’action du Facteur A (en a) et quelques structures des molécules SCB (en b) (schéma adapté 
de Kato et al., 2007). (en a) Chez Streptomyces griseus, le facteur A se lie à une protéine intracellulaire (ArpA) et 
contrôle la transcrption d’un facteur transcriptionnel AdpA qui régule la transcription des gènes impliqués dans la 
production de la streptomycine (StrR) et dans la formation des hyphes (AmfR) et des spores (ssgA). (en b)  Chez           
S. coelicolor, trois GBL ont été isolées et nommées SCB1, SCB2 et SCB3. 
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b) Méthylenomycine Furane (MMF)  
Les MMFs ou MéthylenoMycine Furane sont des molécules analogues aux GBLs (Corre 
et al., 2008 ; Davis et al., 2009). Elles ont été identifiées chez Streptomyces violaceoruber SANK 
99570 (Haneishi et al., 1974) puis ultérieurement chez Streptomyces coelicolor et Streptomyces 
avermitilis. Contrairement aux GBLs, les MMFs ne sont pas des lactones. Cette classe de molécules 
signal partage en commun un noyau furane, l’acide 2-alkyl-4-hydroxyméthylfuran-3-carboxylique 
(AHFCA). Les différents dérivés se diffèrent par le groupe alkyl en position C2. Cinq MMFs 
nommés MMF1 à MMF5 ont été identifiées chez Streptomyces coelicolor (Figure 1.17). 
1.3.3.5. Quorum Sensing chez les Actinobactéries 
Le phylum des Actinobactéries est l’un de plus important dans le domaine des bactéries. 
Ces microorganismes produisent des métabolites ayant de nombreuses applications dans divers 
domaines (thérapie humaine, industrie pharmaceutique, agriculture) avec un fort potentiel 
industriel. Le QS joue un rôle majeur dans la régulation de la production de ces métabolites.  
L’état de connaissances sur le QS chez les Actinobactéries est synthétisé dans le Tableau 
1.12 (Polkade et al., 2016). Dans ces systèmes, des molécules de signalisation de structure diverses 
ont été décrites comme des gamma-butyrolactones, mais aussi les dérivés méthylenomycine 
furanes (MMF), AI-2 et d’autres analogues d’HSL. 
Parmi les genres de cet embranchement, le système de communication le plus étudié est 
celui des Streptomyces. Les molécules de signalisation GBL ont été décrites dans les années 60, 
bien avant que le terme Quorum Sensing soit introduit. Depuis, d’autres auto-inducteurs ayant des 
structures variées ont été identifiés. Récemment, des molécules du type méthylénomycine furane 
(MMFs) ont été décrites en tant que régulateurs de la production des antibiotiques chez                         
S. coelicolor via le QS (Willey & Gaskel, 2011) 
Du fait de sa complexité, l’exploration du QS chez les Actinobactéries est toujours 
d’actualité, nécessitant une méthode de recherche systématique et le développement de nouveaux 
outils d’étude. Par exemple, l’organisation structurale des protéines LuxR des différentes espèces 
appartenant à ce phylum a été décrite grâce à l’analyse extensive in silico de la distribution 
phylogénique et la diversité fonctionnelle des protéines LuxR (Santos et al., 2012). Lors de cette 
étude, l’analyse de 991 séquences de protéines provenant de 53 espèces microbiennes a révélé la 
présence d’au moins un domaine LuxR. 
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Tableau 1.12: Genres d'Actinobactéries chez qui le QS a été démontré par des expériences (Polkade et al., 2016). 
Genre Type du signal 
Protéines/ 
récepteurs 
impliqués 
Phénotypes régulés Référence 
Actinoplanes type-VB  
Métabolites 
secondaires d'intérêt 
médical 
(Choi et al., 2003) 
Amycolatopsis type-IM2  
Métabolites 
secondaires d'intérêt 
médical 
(Choi et al., 2004) 
Bifidobacterium AI-2 
LuxS, homologue 
LuxR, REC 
Formation de 
biofilm 
(Santos et al., 2012 ; 
Sun et al., 2014) 
Kitastospora GBL KsbA 
Production de 
bafilomycine 
(Choi et al., 2004) 
Leifsonia 
signal AHL 
putatif 
Homologue LuxR, 
REC 
(Santos et al., 2012) 
Micromonospora 
type-IM2 avec 
une longue 
chaîne C2 
 
Métabolites 
secondaires d'intérêt 
médical 
(Choi et al., 2003) 
Mycobacterium 
AMPc et GMPc, 
ppGpp,di-GMPc 
et di-AMPc 
AAA, CHD, HDc, 
homologue LuxR, 
MAP0928, REC, 
WhiB3 
Formation de 
biofilm et 
pathogénécité 
(Banaiee et al., 2006 ; 
Takano, 2006 ; Chen & 
Xie, 2011 ; Santos et 
al., 2012) 
Propionobacterium AI-2 
homologue LuxR, 
REC 
Formation de 
biofilm et régulation 
des facteurs de 
virulence 
(Lwin et al., 2014 ; 
Santos et al., 2012) 
Streptomyces 
GBLs, MMFs, 
Facteur A, 
Facteur-I, IM-2, 
VB, Facteur PI 
AAA, AlpZ, AplW, 
ArpA, Aur1R, 
AvrA, BarA, BarB, 
Brp, CprA, FarA, 
JadR2, homolgue 
LuxR, MmfR, 
NcsR2, Orf74, 
Orf79, Orf82, REC, 
SabR, SAV2268, 
SAV2270, 
SAV3702, ScbA, 
ScaR, ScbR, 
SCO6286, 
SCO6323, Sng, 
SpbR, TarA, TPR, 
TylP, TylQ 
Production 
d'antibiotiques 
(Acide clavulinique, 
Cephamycine, D-
cycloserine, 
Methylenomycine, 
Natamycine, 
Nikkomycine, 
Nucleoside, 
Pristinamycine, 
Streptomycine, 
Tylosine, 
Virginamycine), 
morphogenèse et 
sporulation 
(Recio et al., 2004 ; 
Takano, 2006 ; Gottelt 
et al., 2012 ; Santos et 
al., 2012 ; Willey & 
Gaskell, 2011) 
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Certaines espèces de ce phylum présentent une homologie avec les régulateurs du type 
LuxR (Tableau 1.12), bien que les HSL ne soient pas connues pour interagir avec le QS de ces 
espèces. Il est à rappeler que les auto-inducteurs des bactéries à Gram négatif ont une composition 
chimique différente de ceux des bactéries à Gram positif. Dans ce contexte, il a été démontré que 
la molécule du type C6-HSL est capable d’interagir avec le récepteur du régulateur ɤ-butyrolactone 
chez S. coelicolor (Yang et al., 2009). 
À l’instar de nombreuses espèces du phylum des Actinobactéries, la description du QS de 
Saccharothrix algeriensis n’a pas encore été rapportée. A l’heure actuelle, d’après l’étude menée 
par Saker et al. (2013), deux régulateurs putatifs (thiL et thiM) homologues du type LuxR sont 
impliqués indirectement dans la régulation de la voie de biosynthèse des dithiolopyrrolones chez 
cette espèce (Saker, 2013). Le régulateur thiM possède une forte similarité avec le régulateur de la 
famille LuxR (hlmM) de S. clavuligerus alors que thiL est un régulateur de la streptomycine (StrR) 
qui fait partie de la régulation en cascade du facteur A contrôlé par le gène adpA chez S. griseus. 
 
Pour conclure, le QS semble être répandu parmi de nombreuses espèces microbiennes 
permettant à ces dernières d’adapter leur comportement. Il sera intéressant d’explorer aussi les 
possibles systèmes de communication chez S. algeriensis susceptibles de réguler la production des 
dithiolopyrrolones.  
En se basant sur la diversité du QS, l’utilisation d’auto-inducteurs comme, par exemple, des 
dérivés d’HSL et de ɤ-butyrolactone pourraient avoir un effet activateur ou répresseur sur la 
biosynthèse des dithiolopyrrolones par Saccharothrix algeriensis. Notre stratégie originale pourrait 
apporter des informations supplémentaires sur les interactions inter-espèces pour optimiser la 
production de métabolites secondaires d’intérêt.  
Par la suite, nous nous sommes intéressé à une autre stratégie d’optimisation des 
dithiolopyrrolones par le biais des outils électrochimiques.  
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1.3.4. Systèmes bio-électrochimiques  
L’électro-activité microbienne a été découverte au début du 20ème siècle. Ce phénomène 
permettant de transformer l’énergie chimique d’un substrat en énergie électrique a été étudié 
surtout dans les années 60. Après une certaine période de baisse d’intérêt, les travaux de recherche 
ont repris dans les années 2000, avec le développement des piles à combustible microbiennes. 
Actuellement, les bactéries électro-actives sont définies comme des bactéries capables d’échanger 
des électrons avec une électrode et ainsi de participer à la génération de courant (Rabaey et al., 
2006 ; Rabaey, 2005 ; Rabaey & Verstraete, 2005 ; Lovley, 2008). 
1.3.4.1. Mécanismes de transfert des électrons  
Les échanges d’électrons avec une surface conductrice peuvent être faits par un mécanisme 
de transfert d’électrons de type direct ou indirect. 
Le mécanisme de transfert indirect d’électrons fait intervenir des médiateurs exogènes 
généralement solubles (Figure 1.19.A). La bactérie est donc capable de réduire un médiateur qui 
sera ensuite oxydé au contact de l’électrode générant ainsi du courant. Parmi les médiateurs utilisés 
par les bactéries, il existe la thionine et le rouge neutre (Kim et al., 2000 ; Park & Zeikus, 2000).  
Les transferts directs impliquent un contact direct entre la bactérie et la surface de 
l’électrode. Les échanges s’effectuent selon les espèces soit par la production de médiateurs 
endogènes tels que la phénazine produite par P. aeruginosa ou par le biais des protéines 
membranaires tels que les cytochromes c présents à la surface de la paroi (Figure 1.19.B), soit par 
l’intermédiaire des pili conducteurs qui servent comme des « nano-fils électriques » (Figure 
1.19.C) (Bond et al., 2002 ; Gorby et al., 2006).  
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Figure 1.19: Mécanismes impliqués dans le transfert des électrons : (A) Transfert indirect par l'intermédiaire des 
médiateurs ou des produits de fermentation des matières organiques ; (B) transfert direct via des protéines 
(cytochromes) ; (C) transfert direct via des pili conducteurs (extrait de l’article de Santoro et al., 2017). 
1.3.4.2. Synthèse microbienne électro-assistée   
Les bactéries sont capables d’adapter leur système métabolique selon le potentiel induit par les 
électrodes (Bespalov et al., 1996). Ce comportement bactérien a été décrit comme « energy-taxis» 
ou énergie-taxie. C’est-à-dire, les bactéries se déplacent sur la surface de l’électrode de façon à ce 
qu’elles puissent utiliser et consommer le flux d’électrons, d’une façon optimale, dans leur 
métabolisme énergétique. Ce comportement se retrouve chez de nombreuses espèces telles que       
P. aeruginosa, E. coli et G. sulfurreducens (Busalmen & de Sánchez, 2005). 
Une polarisation adéquate de l’électrode peut imiter un donneur/accepteur redox naturel, et par 
conséquent, influencer certaines voies métaboliques et des réactions de bioconversion sélectives 
du substrat. Ces travaux ont servi de modèle pour le développement de divers types de systèmes 
bioélectrochimiques tels que la synthèse microbienne électro-assistée (Strycharz et al., 2008 ; 
Gregory & Lovley, 2005).  
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1.3.4.2.1. Principe de la synthèse microbienne électro-assistée  
Le procédé de synthèse microbienne électro-assistée est basé sur le principe d’échange du flux 
d’électrons directement entre certaines bactéries et une électrode (Figure 1.20). En effet, il a été 
démonté que certains microorganismes sont capables d’adapter leur système de transfert 
d’électrons en fonction du potentiel d’électrode induit dans le milieu de culture et d’utiliser à leur 
profit le flux d’électrons, issus de l’électrode, dans leurs voies métaboliques. La synthèse 
microbienne assistée par électrochimie permet, grâce à l’apport d’énergie électrique, le 
déroulement des réactions biologiques telles que la bioconversion du fumarate en succinate par des 
bactéries telles que G. sulfurreducens (Gregory et al., 2004 ; Dumas et al., 2008).  
Comme illustré dans la Figure 1.20, les bactéries se développent sur la surface de la cathode et 
consomment le flux d’électrons dans la production de composés multicarbonés ou de méthane. La 
source de carbone utilisée par ces bactéries est le dioxyde de carbone. Il s’agit donc de bactéries 
anaérobies. Certains de ces dispositifs utilisent dans le compartiement anodique des bactéries 
électroactives génératrices de courant à partir de la décompostion de la matière organique présente 
dans le milieu de culture (Santoro et al., 2017).  
 
Figure 1.20 : Principe de la synthèse microbienne électro-assistée (extrait de l’article Santoro et al., 2017). 
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Cette technologie permet la production de composés chimiques spécifiques en utilisant des 
dispositifs peu coûteux. Elle présente plusieurs avantages : 
- Les électrodes utilisées sont en matériaux peu chers, comme le graphite ou l’acier. 
- Il n’est pas nécessaire d’utiliser un moyen d’immobilisation des bactéries sur des électrodes. 
Les bactéries sont capables d’adhérer seules à la surface de l’électrode, parfois par le soutien 
du potentiel induit.  
-  Cette synthèse orientée permet d’optimiser les rendements en production par voie 
microbienne de certains métabolites d’intérêts. 
- La source de carbone utilisée par les microorganismes peut provenir du CO2 des émissions 
ou des effluents ou des déchets organiques.  
De nombreux travaux sur la synthèse microbienne électro-assistée montrent la possibilité de 
synthèse de composés multicarbonés comme, par exemple, l’acide acétique ou des alcools 
supérieurs à partir du CO2 ou des eaux usées (Santoro et al., 2017).  
1.3.4.2.2. Paramètres d’optimisation  
Plusieurs paramètres affectent la synthèse microbienne électro-assistée. Ils peuvent-être 
divisés en trois types : (1) les paramètres biologiques, (2) les paramètres du modèle de la cellule 
électrochimique et (3) les paramètres du procédé (Borole et al., 2011).  
Les paramètres biologiques essentiels regroupent la source de l’inoculum, la pureté de la 
pré-culture, le type Gram des bactéries ainsi que le taux de croissance du biofilm, la composition 
de sa matrice et la spécificité au substrat.   
Les paramètres du modèle sont à titre d’exemple la porosité, la surface et le matériau des 
électrodes et le type de membrane. Les paramètres relatifs au procédé incluent la température, le 
pH, la vitesse d’agitation, le système de culture (batch, continu) et les conditions de culture 
(aérobie, anaérobie) (Borole et al., 2011).   
Ainsi pour optimiser l’efficacité du procédé de synthèse microbienne électro-assistée il faut 
non seulement tenir compte de ces paramètres mais surtout étudier le profil métabolique de la 
bactérie.  
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Dans la plupart des cas, la synthèse microbienne électro-assistée est utilisée pour la 
production des composés multi-carbonés, mais principalement issu du métabolisme primaire. Lors 
de ces travaux, nous nous sommes intéressés à l’étude de l’effet de la présence d’une électrode 
polarisée dans le milieu de culture de Saccharothrix algeriensis afin d’activer son métabolisme 
secondaire.  
Étant donné qu’aucune étude ne s’est intéressée au comportement électrochimique de 
Saccharothrix algeriensis, ces travaux constituent une base pour la compréhension approfondie du 
métabolisme électroactif de cette espèce. 
 
1.4. Conclusion générale  
Nous avons présenté les divers moyens d’optimisation de la biosynthèse de métabolites 
secondaires d’intérêt par les Actinobactéries qui ont été rapportés dans la littérature. L’élicitation 
chimique par le biais de solvants et d’inducteurs de Quorum Sensing n’a pas fait l’objet de 
recherche, menée jusqu’à présent, sur la production des dithiolopyrrorlones par                     
Saccharothrix algeriensis. Par ailleurs, au vu des avancées de la recherche sur la synthèse 
microbienne électro-assistée nous avons décidé d’en faire une approche innovante appliquée à la 
production de biocides. Dans les chapitres suivants, nous présentons les résultats obtenus et 
mettons l’accent sur leur intérêt dans la mise en place d’un bioprocédé économiquement viable et 
respectueux pour l’environnement.   
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2. Microorganisme  
La souche Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 (déposée dans la collection DSM sous le 
numéro 44581) est utilisée dans cette étude (Zitouni et al., 2004 b). 
2.1. Milieux de cultures microbiennes  
2.1.1. International Streptomyces Project 2 (ISP2) 
Pour la croissance et la sporulation de S. algeriensis, le milieu solide ISP2 est utilisé (Shirling 
& Gottlieb, 1966) est utilisé. La composition de ce milieu est la suivante : 
Agar (Biomérieux) 18 g 
D(+)-glucose anhydre (Sigma) 4 g 
Extrait de levure (Biomérieux) 4 g 
Extrait de malt (Bacto) 8 g 
Eau distillée  q.s.p.1 L  
 Le pH est ajusté à 7 avec de la soude (2N) (Prolabo) puis le milieu est autoclavé à 120 °C pendant 
20 min.  
2.1.2. Milieu semi-synthétique basal (SS)  
Pour les essais microbiologiques, le milieu semi-synthétique (SS), mis au point par Bouras et 
al. (2006), est utilisé. Ce milieu est un mélange de 10 % v/v d’une solution de D(+)-glucose 
(Prolabo) à 150 g/L (solution A) et 90 % v/v d’une solution B dont la composition est décrite ci-
dessous.  
Composition de la solution B (pour 900 mL) : 
CaCO3 (Prolabo) (≥ 99,9 %) 5 g 
Extrait de levure (Biomérieux) 2 g 
K2HPO4 (Fluka) 1 g 
KH2PO4 (Fluka) 0,5 g 
MgSO4,7 H2O (Prolabo) 0,2 g 
NaCl (Prolabo) 2 g 
(NH4)2SO4 (Prolabo) 2 g 
Eau distillée  q.s.p 900 mL  
Le pH de la solution B est ajusté à 7 avec de la soude (2N) (Prolabo) avant autoclavage à         
120 °C pendant 20 min. La solution A est également autoclavée séparément à 120 °C pendant 20 
min.  
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2.2. Conservation de la souche  
La souche a été stockée sous forme de spores dans des cryotubes contenant du glycérol à             
25 % v/v conservés à - 20 °C. Le stock de spores a été réalisé suivant le protocole décrit ci-dessous.  
2.2.1. Production de spores 
La suspension microbienne (500 µL) est étalée sur des boîtes de Pétri contenant 20 mL de 
gélose ISP2 (un milieu dont la composition est décrite dans le paragraphe 2.2.1) à partir d’un 
aliquot de suspension de spores de la banque de souche déjà existante dans le laboratoire. Les boîtes 
sont ensuite incubées pendant 7 jours à 30 °C afin d’obtenir un tapis bactérien dense.  
2.2.2. Récupération et stockage des spores 
Pour la récupération des spores, 5 mL d’une solution de Tween 80 à 0,1 % v/v sont déposés 
dans les boîtes de Pétri. Le tapis bactérien est gratté délicatement avec un râteau stérile pour 
récupérer les spores dans la solution de Tween. Ensuite, la suspension de spores est récupérée à 
l’aide d’une pipette et transvasé dans un flacon stérile. Une solution de glycérol à 50 % v/v est 
ajoutée à la suspension de spores pour obtenir une concentration finale en glycérol de 25 % v/v. 
Enfin le mélange est vortexé avant d’être réparti dans des cryotubes stériles de 1,5 mL sous un 
volume final de 1 mL. Les tubes sont stockés par la suite à -20 °C.  
2.2.3. Comptage des spores  
Avant toute manipulation, un cryotube est décongelé à température ambiante. Des dilutions 
successives au dixième de la suspension de spores sont réalisées jusqu’à la dilution 10-10 en utilisant 
un bouillon de tryptone-sel stérile. Puis 100 µL des dilutions 10-6 à 10-10 sont ensemencées, en 
double, sur les boîtes de Pétri contenant gélose ISP2. Les boîtes sont incubées à 30 °C pendant 7 
jours. Par la suite, les colonies sont dénombrées sur les boîtes comportant 30 à 300 colonies. Le 
nombre de spores par cryotube est exprimé en Unités Formant Colonies (UFC) par mL. Lors de 
ces études, chaque aliquot de spores utilisé pour la préparation des pré-cultures contenait environ 
108 UFC/mL. 
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2.3. Conditions de culture  
2.3.1. Pré-culture 
Les pré-cultures liquides sont réalisées dans un Erlenmeyer de 250 mL contenant 50 mL du 
milieu SS. Chaque Erlenmeyer est ensemencé avec 1 mL de spores contenant 108 UFC/mL.  
La pré-culture est incubée à 30 °C dans un incubateur (New Brunswick Scientific) pendant 2 
jours sous une agitation de 250 rpm.  
2.3.2. Cultures  
Pour tous les essais microbiologiques, des Erlenmeyers de 250 mL contenant 50 mL du       
milieu SS sont ensemencés avec 5 mL de pré-culture (un volume égal à 10 % du volume final). 
Les cultures sont placées dans un agitateur (rota test 74401) sous une agitation de 420 rpm à                     
28 °C ± 1 °C. La durée d’incubation est de 3 à 5 jours selon les essais.  
2.3.3. Préparation des réactifs  
La 1,4-gamma-butyrolactone commerciale (≥ 99 %) (Sigma) a été utilisée pour la préparation 
d’une solution mère à 3,6 g/L avec de l’eau distillée. Les homosérines lactones, dont les structures 
sont rapportées dans le Tableau 2.1,  ont été synthétisées antérieurement au laboratoire (LGC) selon 
le protocole décrit dans (Chhabra et al., 2003). 
Tableau 2.1 : Structures des homosérines lactones testées. 
Noms Abréviation 
Masse molaire 
(g/mol) 
Structure 
 N-butyryl-homosérine 
lactone 
C4-HSL 171,19 
 
N-(3-oxo-dodécanoyl)- 
homosérine lactone 
3-oxo-C12-
HSL 
297,39 
 
N-(3-hydroxy-
dodécanoyl)-homosérine 
lactone 
3-OH-C12-
HSL 
299,41 
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L’éthanol absolu (> 99 %) (Acros), le butan-1-ol (> 99 %) (Fisher) et le diméthylsulfoxyde 
(Sigma) ont été utilisés lors des essais.  
Les solutions mères des inhibiteurs : le diphénylèneiodonium (DPI) (Sigma) et l’azoture de 
sodium (NaN3) (Sigma) ont été préparées à 0,4 mM (0,13 g/L) pour le DPI et à 0,01 M (0,65 g/L) 
pour le NaN3 avec de l’eau distillée stérile.  
2.4. Méthodes analytiques  
2.4.1. Dosage des dithiolopyrrolones par HPLC 
La quantification des dithiolopyrrolones est réalisée par Chromatographie Liquide Haute 
Performance (HPLC) sur un appareil Merck-Hitachi (La Chrom, modèle D-7000) piloté par le 
logiciel multi-HSM (HPLC System Manager). Ce système est composé d’une boucle d’injection 
de 20 µL, d’une interface D-7000, d’une pompe isocratique L-7100, d’un détecteur UV-visible     
L-7400 et d’un four (Jetstream 2 plus). Les analyses sont réalisées à un débit de 0,8 mL.min-1 et la 
colonne est thermostatée à 30 °C. La colonne est de type Hypersil BDS C18 RP, 250 x 4,6 mm 
avec la taille des particules de 5 µm (Thermo Scientific) munie d’une pré-colonne. La phase mobile 
est composée d’un mélange eau distillée/acétonitrile (Acros) (70 : 30 v/v). Les dithiolopyrrolones 
sont détectées et quantifiées à 390 nm. Les échantillons à analyser du surnageant de culture sont 
filtrés avec un filtre de taille de pores de 0,2 µm (Millipore, Fischer).  
2.4.1.1. Quantification des dithiolpyrrolones  
Étant donné que les différents dérivés de dithiolopyrrolones possèdent des coefficients 
d’extinction molaire très proches (ɛ = 8317 - 9333 L.mol-1.cm-1) (Lamari et al., 2002 a), une courbe 
d’étalonnage est réalisée avec une solution d’holothine pour quantifier l’ensemble des 
dithiolopyrrolones contenues dans les surnageants des cultures. 
Les différentes solutions de la gamme d’holothine (2,5 ; 5 ; 7,5 ; 10 ; 15 et 20 mg/L) sont 
préparées dans un mélange eau distillée/acétonitrile (Acros) 70 : 30 v/v à partir d’une solution mère 
préparée avec de l’eau distillée.  
Dans les conditions utilisées, le temps de rétention des dithiolopyrrolones est de 5,3 min. Les 
solutions de la gamme étalon sont analysées en triplicata. L’erreur de mesure de concentration est 
inférieure à 5 %. Le coefficient de corrélation linéaire R2 est de 0,996.  
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Les moyennes des aires correspondantes aux concentrations de la gamme d’holothine 
permettent de tracer la droite d’étalonnage (Figure 2.1) qui sera extrapolable aux autres 
dithiolopyrrolones naturellement produites par S. algeriensis. La production spécifique des 
dithiolopyrrolones, expimée en mg/g, est le rapport de la concentration de dithiolopyrrolones sur 
la biomasse.  
 
Figure 2.1: Droite d’étalonnage de la gamme d’holothine. 
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2.4.2. Quantification de la biomasse par mesure du poids sec 
La culture est traitée avec 10 mL d’acide chlorhydrique (0,3 N) (Acros) pour éliminer le 
carbonate de calcium puis filtrée sous vide sur des papiers filtres préalablement pesés. Le reste de 
la biomasse est récupéré par rinçage à plusieurs reprises avec de l’eau distillée.  
Les papiers filtres sont placés dans une étuve à 90 °C pendant 24 h, refroidis puis pesés. La 
masse sèche est rapportée à un litre de culture selon l’équation 1 : 
Équation 1 : Matière sèche (g/L) = ((Pi (g) − Pf (g))/(𝑉𝑝 (𝐿)) 
Pi : Poids initial du filtre 
Pf : Poids final du filtre  
Vp : Volume de culture   
 
2.5. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices et Bactéricides  
Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des différentes molécules ont été 
déterminées par microméthode selon les indications du Comité de l’Antibiogramme de la Société 
Française de Microbiologie (CASFM 2008) et de l’International Laboratory Standards (ILS, 2008). 
Dans les 96 puits d’une microplaque stérile à fond rond, 100 µL de milieu de Mueller-Hinton sont 
déposés. Ensuite, 100 µL de la solution-mère de chaque produit à tester sont déposés dans les 
premiers puits de 3 lignes (essais en triplicata).  
Après homogénéisation, des dilutions au-demi sont réalisées de la colonne 1 à la colonne 10 
incluse. L’incubation a été réalisée par dépôt de 100 µL de la suspension mère du microorganisme 
test ajustée à environ 108 UFC/mL, dans chaque puit. Les colonnes 11 et 12 servent respectivement 
de témoin stérilité du milieu et de témoin croissance du microorganisme.  
Après cinq jours d’incubation à 30 °C, les CMI sont déterminées comme les plus petites 
concentrations molaires avec absence de croissance visible. Les Concentrations Minimales 
Bactéricides (CMB) sont obtenues par repiquage à l’aide de l’ensemenceur multipoint (Denley) de 
la microplaque de CMI vers un milieu solide ISP2. 
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 Après cinq jours d’incubation à 30 °C, les CMB sont définies comme les plus petites 
concentrations molaires avec absence de croissance visible ou présence de 3 colonies ou moins.  
2.6. Matériel électrochimique  
2.6.1. Cellule électrochimique  
La cellule électrochimique (Figure 2.2) spécialement fabriquée par la société AVITEC est 
composée de deux flacons de 100 mL, soudés à l’aide de silicone. Les flacons sont séparés par une 
membrane semi-perméable en Nafion® (Ultrex, CMI-7000, Membranes Internationales, USA), qui 
permet l’échange des ions.  
Le compartiment de l’électrode de travail est équipé d’un système d’aération. Le débit 
d’aération est de 150 mL/min. La cellule est placée dans un bain marie muni d’un thermostat 
(Fischer Scientific ; polystat 24). La température est maintenue à 30 °C.  
Avant toute manipulation, la cellule contenant l’électrode de travail et la contre-électrode a 
été autoclavée à 120 °C pendant 20 min. Le compartiment de l’électrode de travail est rempli avec 
90 mL de milieu SS et ensemencé avec 10 mL de préculture de S. algeriensis. Le compartiment de 
la contre-électrode est rempli avec 100 mL de milieu SS. La durée de la culture est de quatre jours.  
À la fin de la culture, l’électrode de travail est prélevée et mise dans l’étuve à 90 °C pendant 
24 h pour la détermination du poids de la biomasse selon l’équation 1 (§ 2.5.2). Le dosage des 
dithiolopyrrolones est effectué comme décrit dans le paragraphe 2.5.1.  
 
Figure 2.2 : Schéma du montage de la cellule électrochimique. 
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Le montage utilisé pour les études électrochimiques est un montage à trois électrodes : une 
électrode de travail (WE), une contre-électrode (CE) et une électrode de référence (Figure 2.2).  
2.6.2. Électrodes de travail et contre-électrode 
Différents matériaux d’électrodes de travail sont utilisés : le feutre de carbone (carbone 
Lorraine, RVG), la maille de platine et la plaque d’acier inoxydable (Figure 2.3). Les dimensions 
des électrodes sont de : 1,5 x 2 cm pour le feutre de carbone avec une épaisseur de 1 cm,                    
1,5 x 1,2 cm pour la maille de platine et 2,5 x 0,9 cm pour la plaque d’acier inoxydable ayant une 
épaisseur de 0,2 cm. La contre-électrode est un tissu de carbone (Paxitech) de dimension 3 x 2 cm. 
Aucun traitement préalable à l’utilisation des électrodes n’a été effectué.  
2.6.3. Électrode de référence  
L’électrode de référence utilisée est une électrode au calomel saturée (ECS, Hg/Hg2Cl2/Cl-, 
Analytical, Radiometer). Elle a été conservée dans une solution saturée de chlorure de potassium 
(Fluka). Une désinfection à l’alcool et à la flamme a été effectuée au préalable de chaque 
manipulation.  
a) 
 
b)  
 
c) 
 
d) 
 
e)  
 
 
Figure 2.3 : Électrodes utilisées dans cette étude : électrode en feutre de carbone (a), électrode en maille de platine (b), 
électrode en acier inoxydable (c), contre-électrode en tissu de carbone (d) et une électrode de référence à calomel saturé 
(ECS) (e). 
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2.7. Technique électrochimique  
La chronoampérométrie consiste à imposer un potentiel constant à l’électrode de travail et à 
suivre la variation du courant au cours du temps. À la surface de cette électrode, les potentiels (vs 
ECS1) testés sont -0,3 ; -0,2 ; 0 ; 0,2 et 0,3V. Les mesures électrochimiques ont été réalisées avec 
un potentiostat monovoie (Princeton Applied Research) piloté par le logiciel PowerSuite. La 
réponse enregistrée pendant quatre jours par le potentiostat correspond au courant résultant des 
réactions électrochimiques ayant lieu à la surface de l’électrode de travail. Les courants enregistrés 
sont ensuite rapportés à la surface d’une face de l’électrode et exprimés en densité de courant 
(mA/m2). 
2.8. Microscopie à épifluorescence 3D 
La colonisation mycélienne des électrodes est caractérisée par microscopie à épifluoresence 3D 
(Figure 2.4). Les observations microscopiques ont été effectuées avec l’aide de Monsieur Benjamin 
ERABLE (CR CNRS) au département BioSyM du Laboratoire de Génie Chimique à l’INP-
ENSIACET avec un microscope Carl Zeiss Axio Imager-M2 motorisé en Z et équipé avec une 
source de lumière (HBO 200) et un filtre Zeiss 09 (excitateur HP450-490, réflecteur FT-10, filtre 
barrière LP520). Les images sont acquises avec une caméra monochrome numérique (Evolution 
VF) et traitées avec le logiciel Zen.  
Pour pouvoir observer la colonisation mycélienne des électrodes au microscope, les électrodes 
ont été traitées à l’acridine orange 0,01 % (A6014 Sigma), un fluorochrome cationique lipophile 
spécifique des acides nucléiques. Les électrodes ont été recouvertes de la solution aqueuse pendant 
10 minutes puis rincée à deux reprises avec de l’eau distillée. Avant les observations, les électrodes 
ont été ensuite laissées pour sécher à température ambiante pendant 15 minutes. 
 
  
                                                          
1  Les potentiels sont imposés à l’aide d’un potentiostat par rapport à une électrode de référence au calomel 
saturée (ECS) par rapport à laquelle tous les potentiels sont exprimés dans la suite. Le potentiel de         
ECS = + 0,241 V par rapport à l’électrode standard à hydrogène (ESH). 
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2.9. Analyses statistiques des données  
Les essais microbiologiques ont été effectués en triplicata de duplicata ou de triplicata                 
(n = 6 ou 9). Alors que pour les essais électrochimiques, les témoins négatifs ont été réalisés en 
une seule réplication et les tests à différents potentiels ont été réalisés en une seule ou plusieurs 
réplications (n ≥1). Les données des graphiques sont représentées sous la forme de                  
moyenne ± écart-type. L’ensemble des analyses statistiques a été effectuée grâce au logiciel R 
studio (Version 1.0.136-© 2009-2016, Inc).  
Les tests statistiques réalisés sur les données sont les tests non paramétriques de Kruskal-Wallis 
et de Wilcoxon ainsi que le test de comparaison multiple des moyennes de Duncan. Le test de 
Pearson a été également utilisé pour les corrélations. Les différences par rapport au témoin sont 
considérées significatives à un seuil de risque de première espèce α = 5 %.  
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3. Stratégie de travail 
Certains composés chimiques peuvent servir de molécules signal, déclenchant les mécanismes 
de défense du micro-organisme et permettant la stimulation du métabolisme secondaire et donc de 
la production des antimicrobiens (cf § 1.3). Lors de ces travaux nous avons étudié l’effet éliciteur 
de certains composés sur S. algeriensis. D’une part, l’effet des auto-inducteurs du type gamma-
butyrolactone et homosérine lactone sur la production de dithiolopyrrolones a été évalué. D’autre 
part, nous nous sommes intéressés aux composés chimiques simples comme des alcools (éthanol, 
butan-1-ol) ou diméthylsulfoxyde.    
Les essais ont été réalisés dans un erlenmeyer, avec un milieu de culture semi-synthétique         
(cf § 2.1.2). Afin de déterminer les conditions optimales pour l’ajout des éliciteurs dans le milieu 
de culture, une gamme des concentrations a d’abord été testée, pour déterminer la concentration 
conduisant à une augmentation significative de la production de dithiolopyrrolones. Pour les 
alcools et le DMSO, préalablement aux essais, nous avons évalué leur seuil de toxicité. Ensuite, 
l’influence du temps d’addition, d’ajouts successifs et/ou combinaison des composés a été étudiée. 
Pour les alcools, des expériences complémentaires ont été réalisées pour pouvoir identifier leur 
mécanisme d’action comme éliciteur. 
Pour déterminer l’effet du temps d’addition des composés chimiques sur la production de 
biomasse et de dithiolopyrrolones, ceux-ci ont été introduits dans le milieu de culture à différents 
temps d’incubation. Nous nous sommes basés sur le schéma de croissance (Figure 3.1) de 
S. algeriensis dans un milieu de culture semi-synthétique décrit par (Strub et al., 2008 ; Strub et 
al., 2010).  
Dû au métabolisme diauxique de S. algeriensis, la croissance microbienne est divisée en quatre 
phases : deux phases de croissance intercalées par une phase stationnaire de production de 
dithiolopyrrolones (Figure 3.1). La production des dithiolopyrrolones commence après la première 
phase de croissance c’est-à-dire environ après 15h de culture, lorsque les premiers acides aminés 
sont consommés, et persiste approximativement pendant 20 h. Après 40 h de culture, la deuxième 
phase de croissance débute puis la seconde phase de production des dithiolopyrrolones coïncide 
avec la consommation du glucose dans le milieu de culture (après environ 90 h de culture).  
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a) 
 
b) 
 
Figure 3.1 : Culture batch de S. algeriensis sur milieu semi-synthétique standard, 30 °C, pH 7, 0.5 vvm et 150 rpm. a) 
Biomasse en (g.L-1) (losanges blancs), azote α-aminé en mg.L-1 (ronds gris) et glucose en g.L-1 (carrés noirs). b) 
Thiolutine en mg.L-1 (losanges noirs), azote α-aminé en mg.L-1 (ronds gris) et ions ammonium en mg.L-1 (carrés blancs) 
(extrait de l'article de Strub et al., 2010). 
C’est pourquoi les temps d’addition qui ont été choisis sont : 0 h (début de la 1ère phase de 
croissance exponentielle), 24 h (durant la phase de production des dithiolopyrrolones) et 48 h (au 
début de la 2ème phase de croissance exponentielle) après le début de la croissance. Dans les cultures 
en Erlenmeyer, la production maximale de dithiolopyrrolones par S. algeriensis est obtenue 72 h 
après l’inoculation (Bouras et al., 2007). 
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3.1. Effet de la gamma-butyrolactone (ɤ-butyrolactone, GBL) 
3.1.1. Effet de la concentration en GBL 
Deux concentrations en ɤ-butyrolactone (250 et 500 µM) ont été testées, parallèlement à la 
culture témoin. Les concentrations testées 250 et 500 µM sont dans l’ordre des concentrations des 
inducteurs de QS retrouvées dans les milieux naturels (Lowery et al., 2008 ; Shiner et al., 2005). 
Les résultats après 72 h d’incubation sont présentés sur la Figure 3.2 (a et b).   
a) 
 
b) 
 
Figure 3.2 : Effet de GBL sur la biomasse (a) et la concentration en DTPs (b) (n= 9). 
Nous constatons une diminution de la biomasse de 30 % environ seulement en présence de 
500 µM de ɤ-butyrolactone en comparaison avec la culture témoin (Figure 3.2.a).  
Cette diminution de la biomasse est accompagnée d’une légère augmentation de la 
concentration en dithiolopyrrolones (Figure 3.2.b). Cependant, compte tenu des écart-types, cette 
augmentation de la concentration en dithiolopyrrolones n’est pas significative.  
Ainsi, la production spécifique (PS), en dithiolopyrrolones, c’est-à-dire le ratio entre la quantité 
des dithiolopyrrolones par gramme de biomasse, augmente de 11,86 ± 2,96 mg/g (culture témoin) 
pour atteindre 23,01 ± 6,80 mg/g de biomasse, soit le double, dans la culture supplémentée par 500 
µM de ɤ-butyrolactone.   
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3.1.2. Effet du temps d’addition de la GBL 
En se basant sur les résultats de l’expérience précédente, la concentration en ɤ-butyrolactone 
de 500 µM a été choisie pour la suite des essais.  
La ɤ-butyrolactone a été ajoutée dans le milieu de culture à 0 h, à 24 h ou à 48 h d’incubation. 
Les résultats sont présentés dans la Figure 3.3 (a et b). Le test de Kruskal-Wallis suivi par le test 
de comparaison multiple des moyennes de Duncan ont été réalisés. 
a) 
 
b) 
 
Figure 3.3 : Effet de différents temps d’addition de 500 µM de GBL sur la biomasse (a) et la concentration en DTPs 
(b) (n=9). D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes significativement différentes 
au seuil de risque α = 5 %. 
Tandis que l’ajout de GBL à t0 conduit à une diminution de la biomasse, les ajouts ultérieurs 
après 24 h ou 48 h d’incubation de la culture engendre une légère augmentation de la biomasse 
(Figure 3.3.a). Dans ces conditions, la biomasse quantifiée de la culture témoin est de 1,74 g/L 
alors qu’elle est de 2,09 ± 0,67 g/L et 2,29 ± 0,76 g/L respectivement dans les cultures additionnées 
de ɤ-butyrolactone. 
Néanmoins, l’effet de cet ajout après 24 h ou 48 h d’incubation de la culture sur la 
concentration en dithiolopyrrolones n’est pas significatif (Figure 3.3.b). Contrairement à l’ajout en 
début de culture, les valeurs des concentrations de dithiolopyrrolones dans ces cultures sont de 
l’ordre de 23 mg/L contre 20 mg/L dans la culture témoin. 
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3.2. Effet des homo-sérines-lactones (HSL) 
Les concentrations des HSL qui ont été testées sont 250 et 500 µM. Elles sont dans la gamme des 
concentrations des inducteurs de QS retrouvées dans les milieux naturels (Lowery et al., 2008 ; 
Shiner et al., 2005)   
3.2.1. Effet de la N-butyryl-Homosérine lactone (C4-HSL) 
3.2.1.1. Effet de la concentration en C4-HSL  
Les évolutions des concentrations en dithiolopyrrolones et en biomasse suite à l’ajout de la    
C4-HSL après cinq jours d’incubation sont présentées sur la Figure 3.4 (a et b). Le test de Kruskal-
Wallis suivi par le test de comparaison multiple des moyennes de Duncan ont été réalisés. 
a) 
 
b) 
 
Figure 3.4 : Effet de la C4-HSL sur la biomasse (a) et la concentration en DTPs (b) (n=9). D’après le test de Duncan, 
deux lettres différentes signifient deux moyennes significativement différentes au seuil de risque α = 5 %. 
La production de biomasse n’est pas affectée par l’ajout de la C4-HSL quelle que soit la 
concentration et reste en quantité similaire à celle du témoin (Figure 3.4.a).  
Par contre, la concentration en dithioloyrrolones varie selon la concentration de la C4-HSL : 
elle diminue en présence de 250 µM de C4-HSL et reste inférieure à celle du témoin,                     
(14,13 ± 4,24 mg/L contre 20,64 ± 8,25 mg/L), et elle augmente d’environ 55 % par rapport à la 
culture témoin avec l’ajout de 500 µM de C4-HSL pour atteindre (31,01 ± 10,23 mg/L) (Figure 
3.4.b). La production spécifique est de 17,51 ± 5,25 mg/g en présence de 500µM de C4-HSL contre   
11,86 ± 2,96 mg/g pour le témoin.  
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3.2.1.2. Effet des ajouts successifs de la C4-HSL 
Certaines bactéries du phylum Actinobactéries sont capables de dégrader les HSL par 
différentes enzymes, comme la lactonase ou l’acylase (Polkade, 2016) et donc d’inhiber leur action 
d’auto-inducteur. Pour pallier la diminution éventuelle de la concentration des N-acyl-HSL, elles 
ont été ajoutées dans le milieu de culture par doses successives, correspondantes à 2,5 x10-5 moles, 
toutes les 24 h. 
Les résultats obtenus, suite à des ajouts successifs de C4-HSL soit à 0 h et à 24 h ou à 0 h, 24 h 
et 48 h d’incubation sur la croissance de la bactérie et sa capacité à produire des dithiolopyrrolones 
après 3 jours d’incubation sont rapportés dans la Figure 3.5 (a et b).  
a) 
 
b) 
 
Figure 3.5 : Effet de différents temps d’addition de 500 µM de C4-HSL sur la biomasse (a) et la concentration en DTPs 
(b) (n=9). D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes significativement différentes 
au seuil de risque α = 5 %. 
Au bout de 3 jours d’incubation, nous pouvons constater que les ajouts successifs de C4-HSL 
engendrent une diminution significative à la fois de la biomasse et de la concentration en 
dithiolopyrrolones. La biomasse quantifiée dans les milieux de cultures supplémentés par des doses 
successives de C4-HSL a diminué d’environ 50 % (0,84 ± 0,21 g/L et 0,66 ± 0,2 g/L) par rapport à 
la culture témoin (1,74 ± 0,61 g/L) ou par rapport à la culture avec un seul ajout de la C4-HSL à t0 
(Figure 3.5.a).  
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Dans ces mêmes conditions, la concentration en dithiolopyrrolones dans les milieux 
supplémentés par la C4-HSL est notablement inférieure (12,75 ± 3,57 mg/L pour un ajout à 0 h et 
24 h et 13,40 ± 4,02 mg/L pour un ajout à 0 h, 24 h et 48 h) à celle de la culture témoin                   
(20,64 ± 8,25 mg/L) ce qui correspond à une baisse d’environ 30 % (Figure 3.5.b). La quantité de 
dithiolopyrrolones est divisée par deux par rapport à un seul ajout de C4-HSL à t0.  
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3.2.2. Effet de la N-(3-oxo-dodécanoyl)-Homosérine lactone (3-oxo-C12-HSL) 
3.2.2.1. Effet de la concentration en 3-oxo-C12-HSL  
L’effet de l’addition de la 3-oxo-C12-HSL à deux concentrations différentes 250 et 500 µM sur 
la biomasse et la concentration de dithiolopyrrolones est illustré dans la Figure 3.6 (a et b).  
a) 
 
b) 
 
Figure 3.6 : Effet de l’ajout de 250 µM et 500 µM de 3-oxo-C12-HSL sur la biomasse (a) et la concentration en DTPs 
(b) (n=9). D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes significativement différentes 
au seuil de risque α = 5 %. 
La quantité de biomasse diminue d’environ 30 % affectée par la présence de la 3-oxo-C12-HSL 
(1,29 ± 0,39 g/L et 1,19 ± 0,39 g/L respectivement en présence de 250 µM et 500 µM de 3-oxo-
C12-HSL contre 1,74 ± 0,61 g/L pour le témoin) (Figure 3.6.a).     
La concentration de dithiolopyrrolones dans le milieu de culture décroît progressivement avec 
l’augmentation de la quantité de 3-oxo-C12-HSL. Ainsi, en présence de 500 µM de 3-oxo-C12-HSL, 
la concentration des dithiolopyrrolones n’atteint que la moitié de la valeur de celle de la culture 
témoin (11,55 ± 3,47 mg/L contre 20,64 mg/L) (Figure 3.6.b).  
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3.2.2.2. Effet des ajouts successifs de la 3-oxo-C12-HSL 
  Pour les mêmes raisons que celle évoquées dans le cas de la C4-HSL, des essais ont été 
effectués en procédant à des ajouts successifs de la 3-oxo-C12-HSL. La concentration initiale de la 
3-oxo-C12-HSL dans le milieu de culture a été de 500 µM pour rester homogène avec les 
concentrations utilisées pour les autres molécules de ce type, bien que ce ne soit pas la 
concentration ayant conduit à la concentration en dithiolopyrrolones la plus élevée dans l’étape 
précédente. 
Les résultats obtenus, suite à des ajouts successifs de 2,5 x10-5 moles de 3-oxo-C12-HSL 
soit à 0 h et à 24 h ou à 0 h, 24 h et 48 h d’incubation sur la croissance de la bactérie et sa capacité 
à produire des dithiolopyrrolones après 3 jours d’incubation, sont rapportés dans la                       
Figure 3.7 (a et b).  
a) 
 
b) 
 
Figure 3.7 : Effet de différents temps d’addition de 500 µM de 3-oxo-C12-HSL sur la biomasse (a) et la concentration 
en DTPs (b) (n=9). D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes significativement 
différentes au seuil de risque α = 5 %. 
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L’ajout de doses successives de 3-oxo-C12-HSL à des intervalles de temps de 24 h engendre 
une diminution, de manière dose-dépendante, à la fois de la concentration en biomasse et des 
dithiolopyrrolones (Figure 3.7 a et b). 
La quantité de biomasse est de 0,63 ± 0,18 g/L et 0,50 ± 0,15 g/L respectivement en présence 
de deux et trois doses de 500 µM de 3-oxo-C12-HSL contre 1,74 ± 0,61 g/L pour le témoin et        
1,19 ± 0,39 g/L pour un ajout à t = 0 h. 
 Nous remarquons donc une diminution de l’ordre de 70 % de la biomasse et de la concentration 
en dithiolopyrrolones par rapport au témoin dans les différents cas. Cependant, la production 
spécifique reste similaire à celle du témoin (9,92 ± 2,87 mg/g et 12,00 ± 3,60 mg/g respectivement 
en présence d’une, deux ou trois doses de 500 µM de 3-oxo-C12-HSL contre 11,86 ± 2,96 mg/g 
pour le témoin).  
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3.2.2.3. Effet des ajouts simultanés et successifs de la C4-HSL et la 3-oxo-C12-HSL 
Enfin nous avons testé l’effet de l’ajout simultané de 500 µM de chacun des deux inducteurs 
du QS, la C4-HSL et la 3-oxo-C12-HSL au début de la culture et ensuite toutes les 24 h. Les résultats 
sont présentés dans la Figure 3.8 (a et b) (Nous avons rappelé sur le diagramme les résultats obtenus 
avec la C4-HSL et la 3-oxo-C12-HSL testées séparément).  
Nous constatons une diminution de la biomasse de 50 % dès le premier ajout simultané des 
deux homosérines lactones par rapport à la culture classique. Cet effet persiste suite à des ajouts 
successifs (Figure 3.8.a) et il est plus marqué pour des ajouts à 0 et 24 h.  
Cependant, les additions simultanées et successives de ces deux molécules n’engendrent pas 
une variation significative de la concentration en dithiolopyrrolones par rapport au témoin (culture 
classique). De plus, pour un seul ajout à 0 h nous constatons que le rendement en dithiolopyrrolones 
est inférieur à celui obtenu avec un seul ajout de C4-HSL (23,19 ± 7,19 mg/L contre                        
31,01 ± 10,23 mg/L) et supérieur à celui obtenu avec un ajout de 3-oxo-C12-HSL (23,19 ± 7,19 
mg/L contre 11,55 ± 3,47 mg/L).  
 Globalement avec 1, 2 ou 3 doses des deux HSL, les quantités de dithiolopyrrolones obtenues 
sont du même ordre de grandeurs. Cependant, il faut noter que ces quantités sont supérieures à 
celles obtenues avec des doses équivalentes de C4-HSL ou de 3-oxo-C12-HSL.  
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a) 
 
b) 
 
Figure 3.8 : Effet de l’ajout successif et simultané de 500 µM de C4-HSL et 3-oxo-C12-HSL sur la biomasse (a) et la 
concentration en DTPs (b) (n=9). D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes 
significativement différentes au seuil α = 5 %. 
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3.2.3. Effet de la 3-OH-C12-HSL 
3.2.3.1. Effet de la concentration en 3-OH-C12-HSL  
L’effet de l’addition de la 3-OH-C12-HSL à 250 et 500 µM sur la production de 
dithiolopyrrolones par S. algeriensis et sur sa croissance est présenté sur la Figure 3.9 (a et b).  
a) 
 
b) 
 
Figure 3.9 : L’effet de l’ajout de 250 µM et 500 µM de 3-OH-C12-HSL sur la biomasse (a) et la concentration en DTPs 
(b) (n=9). D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes significativement différentes 
au seuil de risque α = 5 %. 
Nous remarquons que l’ajout de cette molécule aux deux doses de 250 et 500 µM n’affecte 
pas la croissance de la bactérie (1,60 ± 0,48 g/L et 1,92 ± 0,73 g/L respectivement contre                
1,74 ± 0,61 g/L pour le témoin) (Figure 3.9.a).  
Par contre, la quantité de dithiolopyrrolones diminue et est de 13,24 ± 4,24 mg/L en 
présence de 250 µM de 3-OH-C12-HSL et de 11,5 ± 3,45 mg/L en présence de 500 µM de cette 
molécule. Ces concentrations sont significativement inférieures respectivement de 30 % et 40 % 
environ à celle du témoin qui est de 20,64 ± 8,25 mg/L (Figure 3.9.b). 
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3.3. Discussion  
3.3.1. Effet de la Gamma-butyrolactone 
La molécule de ɤ-butyrolactone (1,4-butyrolactone) est un analogue structural des molécules 
signal des bactéries à Gram positif, comme le facteur A. Nous la retrouvons notamment comme 
molécule inductrice du QS chez les Streptomyces, un des genres les plus étudiés du domaine des 
Actinobactéries. Ces espèces sont  notamment reconnues pour leur capacité à produire une grande 
diversité de famille d’antimicrobiens (Kato et al., 2007 ; Cundliffe, 2008).  
Dans les conditions de test, nous observons une augmentation de la production des 
dithiolopyrrolones avec un effet dose-dépendant, qui s’accompagne d’une faible diminution de la 
quantité de biomasse produite (Tableau 3.1). Ainsi, en présence de 500 µM de GBL la production 
spécifique des dithiolopyrrolones (concentration en dithiolopyrrolones par rapport à la biomasse) 
augmente d’environ 90 % par rapport au témoin.  
Tableau 3.1 : Effet de la concentration et du temps d'addition de la GBL sur la production spécifique des 
dithiolopyrrolones par S. algeriensis. 
Culture 
Temps 
d’addition 
Concentration 
ajoutée (µM) 
[DTPs] 
(mg/L) 
Biomasse 
(g/L) 
PS (mg/g) 
Témoin 0 h - 20,64 ± 8,25 1,74 ± 0,61 11,86 ± 2,96 
GBL 
0 h 250 26,83 ± 8,59 1,69 ± 0,56 15,88 ± 4,44 
0 h 500 28,07 ± 8,42 1,22 ± 0,39 23,01 ± 6,80 
24 h 500 23,74 ± 7,12 2,09 ± 0,67 11,36 ± 3,40 
48 h 500 23,53 ± 7,29 2,29 ± 0,76 10,28 ± 3,17 
 
Nous avons pu remarquer l’importance du moment de l’ajout de la gamma-butyrolactone dans 
le milieu de culture. Tandis que son ajout au début de la culture ne favorise que la production des 
dithiolopyrrolones, l’ajout tardif (au bout de 24 h ou 48 h) ne soutient que la production de 
biomasse, tout en maintenant proportionnellement la production des dithiolopyrrolones. Ainsi nous 
trouvons une production spécifique des dithiolopyrrolones identique à celle de la culture témoin. 
Nous pouvons supposer que l’ajout à t0 aura comme conséquence un raccourcissement de la 
première phase de croissance de la bactérie et un déclenchement précoce de la phase de production 
des dithiolopyrrolones.  
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Cela pourrait justifier en partie la diminution de la quantité de biomasse et l’augmentation de 
la concentration en dithiolopyrrolones.   
Compte tenu de ces résultats, l’effet de la GBL pourrait s’apparenter à l’effet d’un éliciteur 
chimique en raison de ses effets sur la production de dithiolopyrrolones par S. algeriensis (Choi et 
al., 2003 ; Abdelmohsen et al., 2015) 
Il sera intéressant d’augmenter la concentration de cette molécule dans le milieu de culture, 
pour tester des quantités de l’ordre du mM comme cela a pu être rapporté dans la littérature (Tan 
et al., 2013). Le but serait d’augmenter la production des dithiolopyrrolones sans trop diminuer la 
production de la biomasse.  
3.3.2. Effets des Homosérines-lactones 
Trois molécules de la famille des homosérines lactones ont été testées, la C4-HSL, 3-oxo-C12-
HSL et 3-OH-C12-HSL. Il s’agit des inducteurs des bactéries à Gram négatif, plus particulièrement, 
nous les trouvons comme des molécules signal chez P. aeruginosa. 
La C4-HSL à 500 µM a un effet positif sur la production des dithiolopyrrolones qui augmente 
de 50 % par rapport au témoin (Tableau 3.2). Ces observations suggèrent qu’une concentration 
élevée de C4-HSL pourrait servir comme un inducteur de la biosynthèse des dithiolopyrrolones par 
S. algeriensis. L’ajout de la 3-oxo-C12-HSL diminue la biomasse et, parallèlement, la concentration 
en dithiolopyrrolones avec un effet dose-dépendant (Tableau 3.2). La production spécifique reste 
identique à celle de la culture témoin. 
Le remplacement de groupement oxo de la molécule signal 3-oxo-C12-HSL par le groupement 
hydroxy modifie le comportement du S. algeriensis se traduisant par la répression de la production 
des dithiolopyrrolones mais tout en gardant la même quantité de biomasse comme dans le témoin 
non-supplémenté. Ainsi, en présence de 3-OH-C12-HSL la concentration des dithiolopyrrolones est 
diminuée de 50 % par rapport à la culture témoin (Tableau 3.2).  
La meilleure production spécifique est obtenue en présence de la C4-HSL, ajoutée à 500 µM 
au début de l’incubation. Ces observations suggèrent qu’une concentration élevée de C4-HSL 
pourrait servir comme un inducteur de la synthèse des dithiolopyrrolones par S. algeriensis. 
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Tableau 3.2 : Effet de la concentration et du temps d'addition des homosérines lactone sur la production spécifique de 
dithiolopyrrolones par S. algeriensis. 
Culture 
Concentration ajoutée 
(µM) 
[DTPs] (mg/L) Biomasse (g/L) PS (mg/g) 
Témoin - 20,64 ± 8,25 1,74 ± 0,61 11,86 ± 2,96 
C4-HSL 
250 14,13 ± 4,24 1,72 ± 0,57 8,22 ± 2,40 
500 31,01 ± 10,23 1,77 ± 0,57 17,52 ± 5,25 
3-oxo-C12-HSL 
250 17,54 ± 5,61 1,29 ± 0,39 13,60 ± 4,34 
500 11,55 ± 3,47 1,19 ± 0,39 9,71 ± 2,90 
3-OH-C12-HSL 
250 13,24 ± 4,24 1,6 ± 0,48 8,28 ± 2,48 
500 11,50 ± 3,45 1,92 ± 0,73 5,99 ± 1,79 
 
Les ajouts successifs de la C4-HSL n’induisent pas des modifications notables de la production 
spécifique par rapport à un seul ajout à t0. Les quantités de biomasse ainsi que des 
dithiolopyrrolones diminuent proportionnellement en fonction du nombre d’ajouts de C4-HSL. 
Également, dans les cultures supplémentées par les doses successives de 3-oxo-C12-HSL la quantité 
de biomasse diminue de 70 % par rapport au témoin. Par contre, le ratio : concentration des 
dithiolopyrrolones/biomasse reste identique à celui de la culture sans inducteur (Tableau 3.3). La 
3-oxo-C12-HSL a un effet néfaste sur la croissance de S. algeriensis, qui, par contre, garde les 
mêmes capacités à produire les dithiolopyrrolones.  
Ces résultats suggèrent que la 3-oxo-C12-HSL ajoutée à des doses élevées pourrait être toxique 
vis-à-vis de la bactérie et affecterait ainsi son métabolisme. En effet, comme cela a été décrit dans 
la littérature, la molécule de 3-oxo-C12-HSL peut se décomposer pour donner l’acide tétramique 
qui possède un pouvoir bactéricide (Figure 3.10) (Kaufmann et al., 2005). Ce produit de 
dégradation pourrait être à l’origine de la diminution de la quantité de biomasse.  
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Figure 3.10 : Décomposition de la 3-oxo-C12-HSL en milieu aqueux (extrait de l’article de Kaufman et al., 2005). 
La combinaison des deux inducteurs C4-HSL et 3-oxo-C12-HSL, mis dans le milieu de culture 
soit à t = 0 h ou lors des ajouts successifs chaque 24 h, conduit à la diminution de la biomasse de 
50 % sans diminuer la concentration des dithiolopyrrolones par rapport au témoin sans les 
inducteurs (Tableau 3.3). Ainsi, la présence des deux molécules pourrait écourter la phase de 
croissance de S. algeriensis et stimulerait la transition vers la phase de la production des 
dithiolopyrrolones.  
Tableau 3.3 : Effet des ajouts simultanés et successifs de la C4-HSL et de la 3-oxo-C12-HSL sur la production spécifique 
de dithiolopyrrolones par S. algeriensis. 
Culture 
Temps d'addition des 
molécules QS 
Concentration 
ajoutée (µM) 
PS (mg/g) 
Témoin   11,86 ± 2,96 
C4-HSL 
0 h 500 17,52 ± 5,25 
0 et 24 h 500 15,18 ± 4,55 
0, 24 et 48 h 500 20,30 ± 5,68 
3-oxo-C12-HSL 
 
0 h 500 9,71 ± 2,90 
0 et 24 h 500 9,92 ± 2,87  
0, 24 et 48 h 500 12,00 ± 3,60 
C4-HSL et 
3-oxo-C12-HSL 
0 h 500 25,77 ± 7,47 
0 et 24 h 500 45,70 ± 13,71 
0, 24 et 48 h 500 27,34 ± 7,65 
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Les additions simultanées et successives de ces deux molécules entraînent une diminution de 
la biomasse, mais n’engendrent pas une variation significative de la concentration de 
dithiolopyrrolones par rapport au témoin. Il en résulte une augmentation de la production spécifique 
des dithiolopyrrolones supérieure à 250 % par rapport la culture témoin (Tableau 3.3).  
Cela met en évidence un effet synergique de la combinaison des deux HSL par rapport à          
C4-HSL seule. Éventuellement, la présence de ces deux inducteurs simultanément pourrait mimer 
la présence d’une autre bactérie et déclencherait une réaction de défense de S. algeriensis 
influençant son métabolisme secondaire.  
 Bien que le système de QS ne soit pas encore décrit chez S. algeriensis, nos résultats 
suggèrent que la présence des molécules de type HSL pourrait avoir un impact sur le 
développement de cette bactérie. Selon la structure de la molécule, nous pourrions contrôler la 
croissance de la bactérie ainsi que la production des dithiolopyrrolones. Ce phénomène a été 
observé avec une autre souche d’Actinobactéries, S. coelicolor, dont le récepteur à GBL interagit 
avec une C6-HSL (Yang et al., 2009).   
3.4. Conclusion    
Les molécules choisies pour cette étude sont la gamma-butyrolactone, analogue des auto-
inducteurs chez les bactéries à Gram positif et des HSL, du Quorum Sensing des bactéries à Gram 
négatif. Par la présence de ces molécules nous avons pu modifier la production des 
dithiolopyrrolones par Saccharothrix algeriensis. L’addition de GBL dans le milieu de culture à t0, 
permet d’augmente la production spécifique des dithiolopyrrolones d’environ 190 %. Cependant, 
le meilleur résultat a été obtenu par l’ajout simultané des deux HSL, C4-HSL et 3-oxo-C12-HSL, 
avec une production spécifique des dithiolopyrrolones supérieure de 250 % par rapport à la quantité 
obtenue avec la culture non-supplémentée. 
Il sera intéressant d’approfondir ces travaux pour mieux comprendre le mécanisme d’action de 
ces molécules. 
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3.5. Influence de solvants organiques sur la production de dithiolopyrrolones  
3.5.1. Toxicité des solvants  
Les CMI (concentration minimale inhibitrice) et CMB (concentration minimale 
bactéricide) des différents solvants vis-à-vis de S. algeriensis ont été évaluées selon le protocole 
décrit au chapitre 2. Les solvants testés sont l’éthanol, le butan-1-ol, le DMSO. Les résultats sont 
présentés dans le Tableau 3.4.   
Tableau 3.4 : Valeurs des CMI et CMB des solvants. 
 CMI (% v/v) CMB (% v/v) 
Éthanol 32 (= 5,48 M) > 40 
Butan-1-ol 4 (= 430 mM)  8 
DMSO > 16 (= 2,25 mM) >16 
 
La CMI de l’éthanol est de 32 % v/v et la concentration minimale bactéricide est supérieure 
à 40 % v/v. Le butan-1-ol est plus toxique pour la croissance de S. algeriensis, avec des CMI et 
CMB de l’ordre de 4 % v/v et 8 % v/v respectivement. Pour le DMSO, les concentrations minimales 
inhibitrice et bactéricide sont supérieures à 16 % v/v. 
Par la suite, nous avons testé chaque solvant à des concentrations inférieures aux 
concentrations minimales inhibitrices correspondantes.  
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3.6. Effet des alcools  
3.6.1. Effet de l’éthanol 
3.6.1.1. Effet de la concentration de l’éthanol   
Les expériences sont menées à des concentrations en éthanol inférieures à la CMI à savoir        
32 % v/v correspondant à une concentration de 5,48 M. La gamme de concentrations d’éthanol 
testée varie de 10 mM à 685 mM ce qui correspond à des pourcentages volumiques de 0,06 % à    
4 %. 
Les résultats des essais sur l’effet de l’éthanol sur la croissance de la bactérie et sa capacité à 
produire des dithiolopyrrolones après 5 jours d’incubation, sont rapportés dans la                             
Figure 3.11 (a et b).  
a) 
 
b) 
 
Figure 3.11 : Effet de la gamme d'éthanol sur la biomasse (a) et la concentration en DTPs (b) (n=9). D’après le test de 
Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes significativement différentes au seuil de risque α = 5 %. 
Les résultats montrent que l’ajout d’éthanol affecte la croissance de S. algeriensis.  Un effet 
dose-dépendant est observé, ainsi plus la concentration en éthanol est élevée, plus la quantité de 
biomasse est faible.  
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Dans les conditions de culture classique, la quantité de biomasse est de 1,5 ± 0,45 gL, mais 
déjà en présence de 10 mM d’éthanol, la quantité de biomasse diminue jusqu’à 0,99 ± 0,16 gL. 
Toutefois l’éthanol n’affecte significativement la croissance de la bactérie qu’à partir d’une 
concentration de 100 mM. À cette concentration, la quantité en biomasse est de 0,8 ± 0,2 gL et 
pour une concentration de 685 mM (4 % v/v) le rendement est divisé par 5 par rapport au témoin, 
passant à 0,30 ± 0,07 gL. 
Cette diminution de la biomasse s’accompagne d’une augmentation de la production de 
dithiolopyrrolones et ce de manière dose-dépendante avec la concentration en éthanol. 
Dès l’ajout de 10 mM d’éthanol, la concentration en dithiolopyrrolones passe à                        
74 ± 17 mg/L alors qu’elle n’est que de 31 ± 7 mg/L pour la culture témoin. En présence de            
300 mM d’éthanol (1,74 % v/v) la concentration de dithiolopyrrolones est de 190 ± 45 mgL, et en 
présence de 514 mM (3 % v/v) d’éthanol, elle est de 231 ± 31 mgL. La production de 
dithiolopyrrolones est donc multipliée par un facteur 6 ou 7 respectivement par rapport à la 
concentration quantifiée pour la culture témoin. Au-delà de cette concentration, la production de 
dithiolopyrrolones diminue pour atteindre des concentrations de l’ordre de 114 ± 11 mg/L restant 
cependant toujours supérieure au témoin mais mettant en évidence l’impact négatif de fortes 
concentrations en éthanol.   
Ces résultats indiquent que l’éthanol agirait comme un inducteur de stress sur la physiologie 
de croissance de la S. algeriensis. Cette dernière serait capable de s’adapter au stress 
environnemental en contrôlant sa vitesse de croissance ce qui aurait comme conséquence une 
biosynthèse importante de métabolites secondaires tels que les dithiolopyrrolones.  
Ensuite, une étude cinétique de la croissance et de la production de dithiolopyrrolones dans 
différentes conditions de temps d’addition de l’éthanol a été réalisée dans une seconde série 
d’essais.  
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3.6.1.2. Effet du temps d’addition de l’éthanol  
Dans le but d’étudier l’impact de l’ajout de l’éthanol sur les différentes phases de croissance 
de la bactérie, l’alcool est ajouté à 0 h (début de la 1ère phase de croissance), à 24 h (durant la phase 
de production des dithiolopyrrolones) ou à 48 h (au début de la 2ème phase de croissance) après le 
début de la fermentation. La concentration en éthanol sélectionnée pour les tests est de 300 mM 
(1,74 % v/v) pour des raisons de reproductibilité expérimentale. Premièrement, afin de s’assurer 
que l’éthanol ne s’est pas évaporé ou n’a pas été dégradé durant l’incubation, la concentration de 
l’éthanol dans le milieu de culture a été contrôlée à différents temps (0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 
120 h) de fermentation, en présence ou en absence de S. algeriensis (Hamdar et al., 2019). Dans 
les deux cas, il a été constaté que la concentration en éthanol dans le milieu de culture reste stable 
jusqu’à 72 h et décroît légèrement par la suite.  
L’évolution de la biomasse et de la concentration en dithiolopyrrolones après l’ajout 
d’éthanol à différents temps, après 72 h d’incubation, sont présentées dans la Figure 3.12 (a et b).  
Dans les conditions de culture classique, nous notons une croissance de la biomasse, ainsi 
les valeurs notées à 24 h, 48 h et 72 h sont respectivement de l’ordre de 0,40 ± 0,06 g/L,                   
1,30 ± 0,08 g/L et 1,60 ± 0,30 g/L. Après 72 h d’incubation, la production de biomasse est 
significativement altérée quand l’éthanol est ajouté à 0 h ou 48 h (0,62 ± 0,14 gL et                          
0,90 ± 0,10 gL respectivement) et beaucoup moins impactée lorsque l’éthanol est ajouté à 24 h 
(1,30 ± 0,10 gL) par comparaison avec la solution témoin (1,50 ± 0,30 gL). Cette évolution 
pourrait s’expliquer par le fait qu’après 48 h d’incubation la bactérie entame sa deuxième phase de 
croissance, elle est donc plus sensible aux variations de la composition du milieu qui sera altérée 
par l’addition de l’éthanol. Alors qu’après 24 h d’incubation, la bactérie entame sa production de 
dithiolopyrrolones, une phase pendant laquelle la population bactérienne est probablement moins 
sensible à l’éthanol ce qui se traduit ainsi par une biomasse plus importante au troisième jour 
d’incubation.  
Quant à la production de dithiolopyrrolones, dans les conditions de culture classique, elle 
évolue en fonction du temps d’incubation pour atteindre son pic à 72 h. Les valeurs relevées dans 
ces conditions à 24 h, 48 h et 72 h sont respectivement de l’ordre de 2,2 ± 0,3 mg/L,                            
14,5 ± 2,6 mg/L et 25 ± 6,3 mg/L.  
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a)  
 
b) 
 
Figure 3.12 : Étude cinétique de l'effet de l'ajout de 300 mM d'éthanol sur la biomasse (a) et la concentration de DTPs 
(b) (n=9) ; Les astérisques (*), (**) et (***) indiquent une différence significative entre deux moyennes aux seuils de 
5 %, 1 % et 0,1 %, respectivement. 
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L’addition de l’éthanol semble avoir un effet positif très marqué sur la production de 
dithiolopyrrolones lorsqu’il est ajouté au début de l’incubation (0 h). Dans ces conditions, après   
48 h de culture, la concentration atteint 37,00 ± 10 mgL, soit une concentration plus de 2 fois 
supérieure à celle relevée pour la culture témoin. Cette augmentation est encore plus prononcée 
après 72 h d’incubation où la concentration de dithiolopyrrolones atteint 148,70 ± 23 mgL     
(Figure 3.12.b). L’addition de l’éthanol à 24 h ou 48 h n’a pas d’effet significatif sur la production 
des dithiolopyrrolones au bout de 72 h d’incubation.  Il semblerait donc que l’ajout de l’éthanol en 
début de culture induise un raccourcissement de la première phase de croissance de la bactérie et 
que la production de dithiolopyrrolones commence plus tôt, conduisant ainsi à une augmentation 
de la production de dithiolopyrrolones.   
L’addition de l’éthanol après 24 h de culture, durant la phase stationnaire, induit une 
augmentation de la production de dithiolopyrrolones qui se traduit par des concentrations de l’ordre 
de 26 ± 2,6 mg/L et 50 ± 15 mg/L respectivement à 48 h et 72 h d’incubation. Ces valeurs sont 
significativement supérieures à celles quantifiées dans les conditions classiques. Ceci nous permet 
de faire l’hypothèse que la 2ème phase de croissance peut être soit retardée soit inhibée. Cette 
supposition s’appuie sur le fait que l’addition d’éthanol à 48 h de culture, durant la seconde phase 
de croissance a un effet délétère sur la croissance des cellules ce qui se traduit par une forte 
décroissance de la biomasse, sans effet positif sur la production de dithiolopyrrolones. Un 
phénomène similaire a déjà été rapporté pour des cultures de Staphylococcus aureus exposées à de 
faibles concentrations d’éthanol (Chatterjee et al., 2006). L’éthanol inhibe la croissance et diminue 
la viabilité des microorganismes. De plus cet effet persiste durablement dans le temps. 
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3.6.1.3. Effet des ajouts successifs de l’éthanol 
Dans le but de tester l’effet de l’induction de stress répétitif sur la capacité de S. algeriensis 
à biosynthétiser les dithiolopyrrolones, des essais avec l’éthanol de concentration initiale à            
300 mM, et des ajouts successifs de 690 mmoles de ce dernier, ont été réalisés.  
Les résultats obtenus, suite à l’ajout successif d’éthanol aux différents temps de culture 
(0 h, 24 h, 48 h) sur la croissance de la bactérie et sa capacité à produire des dithiolopyrrolones 
après 3 jours d’incubation sont rapportés dans la Figure 3.13 (a et b).  
a) 
 
b) 
 
Figure 3.13 : Effet des doses successives de 300 mM d’éthanol à différents temps d’incubation sur la biomasse (a) et 
la concentration de DTPs (b) (n=9). D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes 
significativement différentes au seuil de risque α = 5 %. 
Globalement, nous observons une diminution de la quantité de biomasse par rapport au 
témoin. Celle-ci est plus marquée si l’éthanol est ajouté à 0 h (0,65 ± 0,09 g/L) ou à trois reprises 
à 0 h, 24 h et 48 h (0,64 ± 0,06 g/L). Par ailleurs, l’ajout successif d’éthanol à deux ou trois doses 
conduit à une augmentation d’environ 35 % des dithiolopyrrolones par rapport au témoin. 
Cependant, les concentrations obtenues sont 4 à 6 fois inférieures à celle obtenue avec une seule 
introduction d’éthanol pour atteindre la concentration initiale de 300 mM au temps t0. Cela signifie 
que l’ajout successif de multiples doses d’éthanol affecte non seulement la croissance de la bactérie 
mais influence aussi sa capacité à biosynthétiser les dithiolopyrrolones.  
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3.6.2. Effet du butan-1-ol     
3.6.2.1. Effet de la concentration en butan-1-ol  
Les expériences sont menées à des concentrations en butan-1-ol inférieures à la CMI c’est-
à-dire inférieures à 4 % v/v correspondant à une concentration de 430 mM. Les concentrations 
choisies sont 10, 50 et 100 mM ce qui correspond respectivement à des pourcentages volumiques 
de 0,09, 0,45 et 0,9 % v/v. Les résultats des essais sur l’effet du butan-1-ol sur la croissance de la 
bactérie et sa capacité à produire des dithiolopyrrolones après, 5 jours d’incubation, sont rapportés 
dans la Figure 3.14 (a et b).  
a) 
 
b) 
 
Figure 3.14 : Effet de la gamme de butan-1-ol sur la biomasse (a) et la concentration en DTPs (b) (n=9). D’après le 
test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes significativement différentes au seuil de risque α = 
5 %. 
À toutes les concentrations testées, nous observons un impact négatif de la présence de 
butan-1-ol sur la biomasse avec une diminution significative de l’ordre de 30 % par rapport à la 
culture témoin. Ainsi les biomasses quantifiées en présence de 10 mM, 50 mM et 100 mM sont 
respectivement de 0,93 ± 0,04 g/L, 0,92 ± 0,06 gL et 0,63 ± 0,04 gL alors qu’elle est de                    
1,4 ± 0,3 gL pour la culture témoin.  
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La concentration en dithiolopyrrolones reste stable, à une valeur similaire à celle du témoin, 
de l’ordre de 30 mgL en présence de 10 ou 50 mM. Cependant, la concentration en 
dithiolopyrrolones chute drastiquement à 4,5 ± 0,4 mg/L en présence de 100 mM de butan-1-ol. 
Ces observations indiquent que le butan-1-ol est plus toxique vis-à-vis de S. algeriensis que 
l’éthanol et il en résulte un déclin de l’activité métabolique.  
Comme le butan-1-ol est un solvant plus hydrophobe que l’éthanol, il peut pénétrer plus 
facilement dans la membrane cytoplasmique et l’altérer, interférant ainsi avec les fonctions vitales 
de la bactérie (Liu & Qureshi, 2009 ; Ingram, 1986). 
3.6.2.2. Effet des ajouts simultanés de l’éthanol et du butan-1-ol 
Afin de déterminer si la présence simultanée d’éthanol et de butan-1-ol pouvait avoir un 
effet synergique bénéfique pour la biosynthèse de dithiolopyrrolones par S. algeriensis, des essais 
ont été effectués en introduisant les alcools pour atteindre des concentrations finales dans le milieu 
de culture de 300 mM pour l’éthanol et 10 mM ou 50 mM pour le butan-1-ol. Les résultats sont 
présentés sur la Figure 3.15 (a et b).  
a) 
 
b) 
 
Figure 3.15 : Effet de l'ajout simultané de 300 mM d'éthanol et deux concentrations de butan-1-ol sur la biomasse (a) 
et la concentration en DTPs (b) (n=9). D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes 
significativement différentes au seuil de risque α = 5 %. 
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Après l’addition simultanée des deux alcools la production de biomasse est réduite, 
quantifiée en moyenne à 0,79 ± 0,06 g/L en comparaison avec la culture témoin en absence 
d’éthanol mais reste similaire au rendement obtenu en présence de 300 mM d’éthanol seul.   
La production de dithiolopyrrolones est peu affectée et augmente très légèrement, uniquement 
en présence de 10 mM de butan-1-ol additionné de 300 mM d’éthanol (46,77 ± 12 mg/L) par 
comparaison avec le contrôle en absence d’alcool (25 ± 1,6 mg/L). Toutefois, nous remarquons 
une chute drastique, de plus de 75%, de la concentration en dithiolopyrrolones dans les milieux 
contenant 300 mM d’éthanol additioné de butan-1-ol par rapport au milieu contenant 300 mM 
d’éthanol seul : 47 ± 12 mg/L (en présence de 10 mM de butan-1-ol et 300 mM d’éthanol) et      
11,19 ± 1,2 mg/L (en présence de 50 mM de butan-1-ol et 300 mM d’éthanol) contre 190 ± 45 
mg/L (en présence de 300 mM d’éthanol seul). 
L’ajout simultané de 50 mM de butan-1-ol et 300 mM d’éthanol semble affecter 
significativement la production de dithiolopyrrolones quantifiées alors à 11,19 ± 1,2 mg/L.  
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3.6.3. Effet de l’ajout des inhibiteurs des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 
À la suite de ces essais, des expériences complémentaires ont été réalisées pour pouvoir 
identifier le mécanisme d’action des alcools en tant qu’éliciteurs. Les alcools sont de possibles 
générateurs d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) qui sont responsables de changements 
physiologiques ainsi que métaboliques des bactéries et donc susceptibles de stimuler la production 
des dithiolopyrrolones. Ainsi, afin de valider cette hypothèse, des expériences ont été menées en 
combinant les alcools et deux inhibiteurs des enzymes génératrices des ROS telles que la NAD(P)H 
oxydase et les peroxydases. Ces inhibiteurs sont le diphénylèneiodonium (DPI) et l’azoture de 
sodium (NaN3). 
3.6.3.1. Effet du diphénylène iodonium (DPI) et de l’azoture de sodium (NaN3) 
Le DPI est habituellement utilisé en tant qu’inhibiteur non compétitif des NAD(P)H oxydases 
(Hu et al., 2006 ; Li & Trush, 1998). Dans le but de différencier les processus de production des 
ROS dépendant des peroxydases, l’inhibiteur NaN3 a été utilisé car la NAD(P)H oxydase, est une 
flavoprotéine qui n’est pas sensible aux azotures (Liszkay et al., 2003 ; Liszkay et al., 2004).  
Cependant, antérieurement, il a été démontré que S. algeriensis était sensible à l’azoture de 
sodium. La croissance des bactéries est inhibée par la présence de 0,001 % de NaN3 (150 µM) 
(Zitouni and al., 2004 b). Aussi, des essais préliminaires ont été effectués afin de choisir des 
concentrations en DPI et NaN3 qui n’affectent pas la croissance de S. algeriensis. Le DPI a été 
ajouté au milieu de culture dans une gamme de concentration allant de 1 µM à 10 µM. Après 5 
jours d’incubation à 30 °C, aucun effet sur la production de biomasse ou de dithiolopyrrolones n’a 
été observé pour des concentrations ≤ 2 µM (Figure 3.16 a et b). Ensuite les essais ont été effectués 
avec des concentrations de 2 µM de DPI ou de NaN3 qui ont été ajoutées au milieu de culture à       
0 h en présence de 300 mM d’éthanol (1,74 % v/v) (Figure 3.17.a et b) ou de 50 mM butan-1-ol 
(0,45 % v/v) Figure 3.18 (a et b). Également, l’ajout simultané de 2 µM de ces derniers a été évalué 
en présence de l’éthanol (Figure 3.17 a et b).   
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a) 
 
b) 
 
Figure 3.16 : Effet d'une gamme de concentration de DPI sur la biomasse (a) et la concentration en DTPs (b) dans 
différentes conditions de culture (en absence et en présence de l’éthanol ou du butan-1-ol) (n=9). 
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a) 
 
b) 
 
Figure 3.17 : Effet de l'ajout de DPI et NaN3 seuls et en présence de 300 mM d'éthanol sur la biomasse (a) et sur la 
concentration en DTPs (b) (n=9). D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes 
significativement différentes au seuil de risque α = 5 %. 
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En accord avec les observations faites auparavant, dans la culture supplémentée en éthanol 
(Figure 3.17 a, barres grises) (sans inhibiteur de ROS) la biomasse est réduite de 60 % par 
comparaison avec la culture témoin, et l’addition de DPI et de NaN3 (barres grises) séparément 
permet de restaurer cette production de biomasse qui retrouve la valeur de la culture témoin sans 
alcool (Figure 3.17 a, témoin barre blanche).  
Quant à la production de dithiolopyrrolones, la présence de 300 mM d’éthanol (Figure 3.17 
b, barres grises) conduit à une augmentation importante de dithiolopyrrolones mais cet effet 
bénéfique est totalement neutralisé par la présence des 2 inhibiteurs (barres grises) et l’on retrouve 
le niveau de concentration de la culture témoin sans alcool (Figure 3.17.b, témoin barre blanche). 
L’addition des deux inhibiteurs ensemble, affecte la croissance de la biomasse et la production de 
dithiolopyrrolones contrairement à leur présence simultanée avec l’éthanol.  
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a) 
 
b) 
 
 
Figure 3.18 : Effet de l'ajout de DPI et NaN3 seuls et en présence de 50 mM de butan-1-ol sur la biomasse (a) et sur la 
concentration en DTPs (b) (n=9). Les astérisques (**) indiquent une différence significative entre deux moyennes au 
seuil de 1 %, les tests non paramétriques de Kruskal-Wallis et de Wilcoxon ont été réalisés.   
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Les résultats des essais avec le butanol, montrent que l’effet délétère sur la biomasse de ce 
dernier n’est pas retrouvé en présence de NaN3 et de DPI (Figure 3.18 a, barres grises), la quantité 
de biomasse est d’un niveau équivalent à celui de la culture témoin sans butanol (Figure 3.17 a, 
témoin barre blanche) : 1,60 ± 0,55 mg/L et 1,65 ± 0,25 mg/L en présence de NaN3 et de DPI 
respectivement contre 1,55 ± 0,34 mg/L pour la culture témoin. Les valeurs de la quantité de 
dithiolopyrrolones dans les conditions de culture en présence des inhibiteurs DPI et NaN3 sont 
similaires à celles du témoin (Figure 3.18 b) (Tableau 3.5).  
 
Tableau 3.5 : Récapitulatif des essais avec des inhibiteurs des ROS en présence d’éthanol ou de butan-1-ol. 
Condition de 
culture 
Témoin 2 µM NaN3 2 µM DPI 
2 µM 
(NaN3+DPI) 
 Biomasse 
(mg/L) 
[DTPs] 
(g/L) 
Biomasse 
(mg/L) 
[DTPs] 
(g/L) 
Biomasse 
(mg/L) 
[DTPs] 
(g/L) 
Biomasse 
(mg/L) 
[DTPs] 
(g/L) 
Seul 1,55 ± 0,34 28 ± 5,65 1,53 ± 0,37 20 ± 3,86 1,65 ± 0,25 27 ± 1,18 0,58 ± 0,05 13 ± 7,81 
avec 300 mM 
éthanol 
0,65 ± 0,09 148 ± 22,60 1,6 ± 0,55 37 ± 3 1,12 ± 0,3 26 ± 2,08 0,8 ± 0,03 57 ± 2,87 
avec 50 mM 
butan-1-ol 
0,92 ± 0,09 32 ± 1,70 1,85 ± 0,15 25 ± 3,47 1,21 ± 0,38 24,3 ± 5,40 - - 
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3.7.3. Discussion 
Les essais CMI/CMB nous montrent que l’éthanol et le DMSO sont les solvants les moins 
toxiques pour la croissance de S. algeriensis que le butan-1-ol. 
3.7.3.1. Effet de l’éthanol 
L’addition d’éthanol a un effet bénéfique sur la production de dithiolopyrrolones par 
S. algeriensis de façon dose-dépendante. Dans ces conditions nous avons obtenu une concentration 
maximale des dithiolopyrrolones d’environ 200 mg/L après 5 jours de cultures, correspondant à un 
accroissement de 600 % par rapport au témoin.  
De la même manière, Zhou et al. (2012) ont montré que l’addition de l’éthanol à 10 mM a 
augmenté de 60 % la production de validamycine A par Streptomyces hygroscopicus 5008 (Zhou 
et al., 2012). Également, la supplémentation du milieu de culture de Serratia marcesens permet 
une augmentation d’un facteur 200 de sa capacité à produire la prodigiosine (Cang et al., 2000).  
Par contre, il faut faire attention à l’effet cumulatif de l’éthanol qui peut avoir un impact 
néfaste sur le micro-organisme. Les concentrations supérieures à 3 % diminuent drastiquement la 
quantité de biomasse et des dithiolopyrrolones. Également, partant du fait que les effets sur la 
biomasse et la production de dithiolpyrrolones sont doses-dépendants, nous remarquons que les 
ajouts fractionnés de 600 mM d’éthanol, que ce soit à 0 h et 24 h ou à 24 h et 48 h, ont un même 
effet similaire entraînant une légère diminution de la biomasse et des dithiolopyrrolones (Tableau 
3.6).  
Tableau 3.6 : Effet de la concentration et du temps d'addition de l'éthanol sur la production de dithiolopyrrolones par 
S. algeriensis. 
Temps 
d’addition 
Ethanol (mM) Biomasse (g/L) [DTPs] (mg/L) PS (mg/g) 
Témoin - 1,5 ± 0,45 31 ± 7 21 ± 4,74 
0 h 514 0,42 ± 0,08 231 ± 31 550 ± 73,80 
0 h 685 0,30 ± 0,07 114 ± 11 380 ± 36,66 
0 h et 24 h 2 x 300 = 600 1,11 ± 0,04 32,63 ± 2,59 29 ± 3 
0 h et 48 h 2 x 300 = 600 1,19 ± 0,10 46,44 ± 3,71 39 ± 3,11 
0 h, 24 h et 48 h 3 x 300 = 900 0,64 ± 0,06 44,46 ± 4 70 ± 6,30 
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Le même constat peut être fait, si on ajoute 900 mM d’éthanol en 3 doses. Dans tous les 
cas, nous ne retrouvons pas le même effet avec une seule addition de 514 mM en début 
d’incubation. Dans ce cas, nous observons une diminution de la biomasse mais une forte 
augmentation des dithiolopyrrolones.  
3.7.3.2.Effet du butan-1-ol 
L’effet de ce solvant est moins marqué que celui de l’éthanol sur la production de 
dithiolopyrrolones en raison de la toxicité de cette molécule vis-à-vis de S. algeriensis. Pour des 
quantités similaires d’éthanol et du butan-1-ol, la production spécifique en dithiolopyrrolones est 
plus faible en présence du butan-1-ol (Tableau 3.7). De plus, la combinaison de ces deux alcools 
n’entraîne pas d’effet bénéfique sur la production de dithiolopyrrolones. 
Tableau 3.7 : Comparaison de l'effet des concentrations de l'éthanol et du butan-1-ol sur la production de 
dithiolopyrrolones par S. algeriensis. 
 
  
 Biomasse (g/L) [DTPs] (mg/L) PS (mg/g) 
Concentrations Éthanol Butanol Éthanol Butanol Éthanol Butanol 
10 mM 0, 99 ± 0,16 0, 93 ± 0,04 74 ± 17 25,14 ± 1,58 74,74 ± 10 27 ± 4,86 
100 mM 1,40 ± 0,36 0, 63 ± 0,04 94 ± 19 4,45 ± 0,35 67,14 ± 11 7 ± 1,41 
Chapitre 3 : Étude de l’effet des éliciteurs chimiques sur la biosynthèse de dithiolopyrrolones par 
Saccharothrix algeriensis 
 
106 
 
3.7.3.3. Mécanisme d’action hypothétique des alcools 
Les alcools peuvent agir comme des facteurs de stress sur la physiologie de croissance de 
la bactérie. Cette dernière serait capable de s’adapter au stress environnemental en contrôlant sa 
vitesse de croissance ainsi que la biosynthèse des métabolites secondaires.  
Les effets de l’éthanol et du butanol ont été décrits dans la littérature, notamment pour leur 
potentiel générateur de ROS, via des enzymes du type oxydoréductase, comme la NAD(P)H 
oxydase, ou la catalase. La génération de ces ROS induit un stress général chez les bactéries qui 
affecterait le métabolisme du micro-organisme. Les ROS, par le biais de mécanismes complexes, 
peuvent agir comme des molécules signal susceptible de déclencher plusieurs mécanismes de 
défense du micro-organisme. Par exemple, en présence du butan-1-ol les bactéries, telles que 
Escherichia coli et Clostridium acetobutylicum, peuvent contrôler la synthèse d’acide gras à 
longues chaînes pour renforcer l’imperméabilité membranaire (Rutherford et al., 2010 ; Tomas et 
al.,  2004 ; Baer et al.,  1987 ; Bowles & Ellefson, 1985). 
Nos essais ont pu démontrer que l’éthanol et le butan-1-ol agissent comme des éliciteurs 
chimiques qui génèrent la production de ROS chez S. algeriensis. Par ce moyen la production des 
dithiolopyrrolones peut-être soutenue. 
3.7.4. Conclusion  
Cette étude révèle que les alcools à des concentrations inférieures au seuil de toxicité sont 
bénéfiques pour soutenir la production des dithiolopyrrolones par S. algeriensis. La présence 
d’éthanol dans le milieu de culture à concentration de 3 % (v/v) permet d’obtenir une concentration 
en dithiolopyrrolones de 200 mg/L après 5 jours de culture, correspondant à une augmentation 
d’environ 600 %. 
Nous pouvons supposer l’implication des alcools dans la production des ROS, qui à leur 
tour peuvent agir en tant que molécules signal, régulant la biosynthèse des dithiolopyrrolones chez 
S. algeriensis. Les études supplémentaires de dosages des ROS dans le milieu de culture pourraient 
confirmer cette hypothèse. Il sera également intéressant de poursuivre les études sur l’expression 
des gènes impliqués dans la biosynthèse des dithiolopyrrolones chez S. algeriensis.  
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3.8. Effet du diméthylsulfoxyde (DMSO) 
Les expériences sont menées à des concentrations en DMSO inférieures à la CMI c’est-à-dire 
inférieures à 16 % v/v correspondant à une concentration de 2,25 mM. Les concentrations choisies 
varient de 0,14 à 0,84 mM ce qui correspond à des pourcentages volumiques de 1 à 6 % v/v 
respectivement.    
3.8.1. Effet de la concentration en DMSO   
L’effet de la variation de la concentration en DMSO, ajouté au début de l’incubation dans 
le milieu de culture, sur la croissance de Saccharothrix algeriensis et la biosynthèse de 
dithiolopyrrolones, après 5 jours d’incubation, est rapporté sur les graphiques de la Figure 3.19 (a 
et b).  
  La quantité de biomasse diminue régulièrement en fonction de l’augmentation de la 
concentration en DMSO passant de 1,37 ± 0,51 g/L pour 1 % v/v DMSO à 0,62 ± 0,09 g/L pour 
6 % v/v (Figure 3.19.a). Néanmoins cette diminution n’est significative qu’en présence de 
concentrations de DMSO supérieures 4 % v/v.  
Parallèlement, nous constatons une augmentation progressive de la concentration en 
dithiolopyrrolones jusqu’à 3 % v/v de DMSO et ensuite une décroissance (Figure 3.19.b). Ainsi en 
présence de 3 % v/v de DMSO, la concentration des dithiolopyrrolones est multipliée par un facteur 
quatre par rapport à la culture classique (57,4 ± 14,35 mg/L contre 12 ± 3,63 mg/L). Par contre, en 
présence de 5 et 6 % v/v de DMSO, les concentrations en dithiolopyrrolones quantifiées sont 
significativement inférieures à celle du témoin, et passent à 6,12 ± 0,97 et 2,25 ± 0,47 mg/L 
respectivement. 
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a) 
 
 
b) 
 
Figure 3.19 : Effet d'une gamme de concentration de DMSO sur la biomasse (a) et la concentration en DTPs (b) (n=9).  
D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes significativement différentes au seuil de 
risque α = 5 %. 
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3.8.2. Effet du temps d’addition du DMSO 
De la même manière qu’avec les autres composés, l’impact de l’ajout du DMSO à différents 
temps d’incubation a été évalué. Le DMSO est ajouté à 0 h, à 24 h et à 48 h après le début de la 
fermentation. La concentration en DMSO sélectionnée pour les tests est de 3 % v/v. Les résultats 
de ces essais sont rapportés dans la Figure 3.20 (a et b). 
La quantité de biomasse après ajout de DMSO à 24 h ou 48 h, n’est pas significativement 
diminuée (1,16 ± 0,26 g/L et 1,20 ± 0,12 g/L respectivement) par rapport au témoin (1,40 ± 0,5 
g/L) et même légèrement supérieure à celle obtenue par une addition de DMSO à 0 h (1,01 ± 0,2 
g/L). 
Par contre, la concentration en dithiolopyrrolones est divisée pratiquement par 3 après un ajout 
de DMSO à 24 h et par 4 si l’ajout se fait au bout de 48 h par rapport à un ajout en début 
d’incubation, pour atteindre des valeurs de l’ordre de 20,81 ± 5,15 mg/L et 12,31 ± 3,7 mg/L, 
valeurs similaires à celles du témoin dans le dernier cas. Il apparaît nettement que le temps 
d’addition du DMSO influence plus fortement la synthèse des dithiolopyrrolones que la croissance 
de la bactérie. 
a)  
 
b)  
 
Figure 3.20 : Effet du temps d'addition de 3 % v/v DMSO sur la biomasse (a) et la concentration en DTPs (b) 
(n=6). D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes significativement 
différentes au seuil de risque α = 5 %. 
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3.8.3. Effet des ajouts successifs du DMSO 
L’effet de l’addition successive de plusieurs doses de DMSO à 24 et 48 h d’une part, 0, 24 et 
48 h d’autre part, a également été étudié (Figure 3.21.a et b). La quantité de biomasse est peu 
affectée par ces ajouts successifs (1,54 ± 0,2 mg/L pour deux doses et 1,16 ± 0,08 mg/L pour trois 
doses).  
L’addition de DMSO successivement à 24 et 48 h ou à 0, 24 et 48 h engendre une légère 
augmentation de la concentration en dithiolopyrrolones par rapport au témoin ou par rapport à un 
seul ajout à 24 h ou 48 h mais les valeurs demeurent du même ordre de grandeur qu’après un seul 
ajout à 24 h (18,73 ± 2,81 pour deux doses et 24,8 ± 2,9 g/L pour trois doses).  
Il est important de noter que seule une addition à 0 h (début de la première phase de croissance) 
permet d’augmenter significativement la production de dithiolopyrrolones, les ajouts uniques ou 
multiples à des périodes différentes engendrent une diminution importante de la production de 
dithiolopyrrolones.  
a)  
 
b)  
 
Figure 3.21 : Effet des doses successives de 3 % v/v DMSO à des différents temps d’incubation sur la biomasse (a) et 
la concentration en DTPs (b) (n=6). D’après le test de Duncan, deux lettres différentes signifient deux moyennes 
significativement différentes au seuil de risque α = 5 %. 
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3.8.4. Discussion  
Les résultats montrent que l’effet du DMSO sur la croissance de S. algeriensis et sa capacité 
à produire des dithiolpyrrolones sont doses-dépendants, avec un faible impact sur la production de 
biomasse. L’ajout de 3 % v/v de DMSO conduit à la production spécifique de dithiolopyrolones 6 
fois plus importante que pour la culture témoin. L’augmentation de la production de 
dithiolopyrrolones n’est donc pas liée à l’augmentation de la biomasse et dans ce cas le DMSO sert 
donc à promouvoir le métabolisme secondaire.  
Ces résultats sont cohérents avec les observations rapportées dans quelques études portant 
sur l’impact du DMSO en tant qu’éliciteur chez les microorganismes. La production de métabolites 
secondaires tels que le chloramphénicol, le thiostrepton et la tetranomycine, sont améliorés en 
présence de faibles concentrations de DMSO par des bactéries du genre Streptomyces. (Chen et al.,  
2000). À titre d’exemple, l’espèce  Streptomyces fradiae est capable d’augmenter le rendement en 
tylosine de 200 % en présence de 3 % v/v DMSO (Butler & Cundliffe, 2001).   
L’effet de l’ajout successif de 0,6 mL de DMSO (concentration initiale à 3 % v/v) 
n’affecterait pas la croissance de la bactérie contrairement à la présence de 6 % (v/v) de DMSO 
dans le milieu de culture et dès le début de l’incubation. Cela pourrait s’expliquer par une capacité 
adaptative de la bactérie au solvant. Ce constat est d’autant plus vrai que le mécanisme d’action 
probable de ce solvant ne fait pas intervenir des ROS dans le mécanisme d’élicitation, étant donné 
que c’est un anti-oxydant. En plus, selon les études sur les effets de ce solvant il est probable que 
la cible privilégiée est le ribosome ce qui affecte la traduction  (Chen et al., 200 ; Butler & 
Cundliffe, 2001). Toutefois, il est nécessaire de souligner l’effet positif de l’ajout de ce solvant sur 
la synthèse de dithiolopyrrolones notamment à une seule dose au début de l’incubation. Ces 
résultats sont similaires à ceux obtenus avec l’éthanol.  
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3.8.5. Conclusion  
Nous avons pu identifier l’effet bénéfique du DMSO dans l’augmentation de la biosynthèse 
des dithiolopyrrolones. En présence de 3 % v/v de DMSO, la production spécifique de 
dithiolopyrrolones est presque 6 fois plus importante que celle du témoin. Le temps est un facteur 
important pour maximiser la biosynthèse de dithiolopyrrolones, le DMSO doit être introduit au 
début de la phase exponentielle de croissance. Ce n’est que dans ces conditions que S. algeriensis 
adapte son état physiologique et donc sa réponse à l’effet stimulant du DMSO.  
Le mode d’action du DMSO n’a pas été élucidé, cependant il est rapporté dans la littérature 
que le DMSO interfèrerait avec les auto-inducteurs du QS chez certaines bactéries telles que 
Pseudomonas aeruginosa (Guo et al., 2016).  
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Chapitre 4 : Étude de l’effet d’une électrode polarisée sur la biosynthèse 
des dithiolopyrrolones par Saccharothrix algeriensis. 
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4. Introduction 
Pour établir les conditions électrochimiques optimales permettant au micro-organisme de 
profiter du flux d’électrons entre les cellules et l’électrode pour la croissance et /ou la production 
des dithiolopyrrolones, nous avons dû : 
- Déterminer le type du matériau et la topographie de l’électrode (platine, acier, carbone… ; de 
topographie variée) les mieux adaptés à l’adhésion et au développement du micro-organisme ; 
- Définir le potentiel d’électrode auquel nous pourrons observer l’échange d'électrons entre 
l’électrode et le micro-organisme, en utilisant la chronoampérométrie ; 
- Évaluer si dans ces conditions la croissance microbienne et / ou la biosynthèse des 
dithiolopyrrolones sont favorisées, par le dosage de la biomasse et des dithiolopyrrolones. 
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4.1. Sélection de l’électrode de travail 
Afin de choisir le matériau de l’électrode de travail, le développement de S. algeriensis sur six 
supports de nature et topographie différentes a été testé sur microplaque de 6 puits immergés dans 
le milieu de culture semi-synthétique pour une durée d’incubation de cinq jours. La quantité de 
biomasse adhérée sur le support a été évaluée par pesée. Les résultats sont présentés (Tableau 4.1.) 
sous forme du rapport quantité de biomasse/surface de l’électrode et de pourcentage 
d’augmentation de masse de l’électrode qui permettent d’évaluer la capacité de développement de 
la bactérie. En plus, la colonisation mycélienne de la surface a été étudiée à l’aide de la microscopie 
à épifluorescence. 
Sur les supports en acier, très peu de biomasse y est formée (0,2 mg/cm2 sur la plaque d’acier 
et 1,7 mg/cm2 sur la maille d’acier). Une faible colonisation mycélienne y est observée avec une 
prédominance des hyphes dispersés avec des filaments isolés (Figure 4.1).  
a) 
 
b) 
 
Figure 4.1 : Filaments mycéliens sur maille en acier (a) et sur plaque d'acier (b) par microscopie à épifluoresence 3D. 
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Alors que sur le platine, le développement est dense (2,2 mg/cm2 sur maille de platine et           
2,9 mg/cm2 sur plaque de platine). La colonisation mycélienne observée par microscopie prend la 
forme de pelotes de petits diamètres colonisant la surface des matériaux (Figure 4.2).  
 
Figure 4.2 : L’agglomérat du mycélium sur maille de platine par microscopie à épifluoresence 3D. 
Sur le tissu de carbone, la biomasse développée est de l’ordre de 2,2 mg/cm3. Le mycélium est 
dense, il prend la forme de petites pelotes et d’amas de mycéliums enchevêtrés entre les fibres du 
tissu de carbone (Figure 4.3.a). 
Le développement bactérien est plus important sur le feutre de carbone (12,3 mg/cm2) que sur 
les autres supports. Une forte densité mycélienne est observée qui prend la forme de pelotes de 
quelques millimètres de diamètre moyen, observables à l’œil nu, avec des amas de mycéliums dont 
les filaments s’infiltrent dans les pores du feutre (Figure 4.3.b).  
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a) 
 
b) 
 
Figure 4.3 : Pelotes sur tissu de carbone (a) et sur feutre de carbone (b) par microscopie à épifluoresence 3D. 
Le rapport biomasse/surface ainsi que le pourcentage d’augmentation de la masse des 
électrodes sont rapportés dans le Tableau 4.1. Ainsi, pour le feutre de carbone ce pourcentage est 
significativement plus élevé que celui pour les autres supports.  
Tableau 4.1 : Résultats du test de croissance de S. algeriensis sur différents supports d'électrode. 
Type d'électrode Biomasse/surface (mg/cm2) % d'augmentation de masse 
Plaque d'acier 0,2 0,02 
Mailles d’acier 1,7 0,6 
Plaque de platine 2,9 1,5 
Mailles de platine 2,2 1,2 
Feutre de carbone 12,3 28 
Tissu de carbone 2,2 14 
 
Ces résultats indiquent que le feutre de carbone permettrait une bonne adhésion et une 
croissance mycélienne de la bactérie, raison pour laquelle il a été retenu pour effectuer l’ensemble 
des essais sur l’effet de la gamme de potentiel.  
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4.2. Effet du potentiel d’électrode sur le comportement de Saccharothrix algeriensis 
D’abord, des mesures chronoampérométriques ont été réalisées avec un potentiel 
d’électrode compris entre - 0,3 et + 0,3 V/ECS pendant 5 jours. Pour chaque condition 
expérimentale, un témoin négatif, sans micro-organisme, permet d’évaluer l’électro-activité du 
milieu de culture dans ces conditions. A la fin de chaque manipulation la biomasse adhérée sur 
l’électrode a été quantifiée par pesée et les dithiolopyrrolones ont été dosées par HPLC.  
4.2.1. Effet des potentiels de + 0,2 et + 0,3 V/ECS  
i) En absence de S. algeriensis 
En absence du micro-organisme, au potentiel d’électrode + 0,3 V/ECS, la production du 
courant est faible de l’ordre de dizaine de mA/m2 (Figure 4.4).  Le profil du chronoampérogramme 
enregistré à + 0,2 V/ECS est similaire à celui présenté dans la Figure ci-dessous. 
 
Figure 4.4 : Chronoampérogramme enregistré à + 0,3 V/ECS en absence de culture. 
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ii) En présence de S. algeriensis 
En présence de la culture microbienne, à un potentiel d’électrode de + 0,2 V/ECS, la densité 
de courant augmente progressivement dès la fin du premier jour. Le courant atteint un 
maximum, environ 150 mAm2, vers le troisième jour de culture. Ensuite la densité de courant 
diminue drastiquement au cours du 4ème jour (Figure 4.5).  
 
Figure 4.5 : Chronoampérogramme enregistré à + 0,2 V/ECS en présence d'une culture de S. algeriensis. 
Lorsque l’électrode est polarisée à + 0,3 V/ECS, le chronoampérogramme a une allure 
similaire, avec une densité de courant qui atteint environ une cinquantaine de mA/m2 vers les 
derniers jours de culture (Figure 4.6). 
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Figure 4.6 : Chronoampérogrammes enregistrés à + 0,3 V/ECS en présence de trois cultures indépendantes de                     
S. algeriensis. 
Dans ces conditions de polarisation d’électrode, les essais ont été réalisés en triplicata 
(cultures 1, 2 et 3). Au début de l’incubation, pour les différentes cultures, la densité de courant est 
d’environ 100 mAm2. Pour toutes les cultures, le courant se stabilise autour d’une dizaine de 
mAm2. Par la suite, pour toutes les cultures, la densité de courant augmente légèrement pendant 
le deuxième jour. 
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4.2.2. Effet du potentiel 0 V/ECS 
i) En absence de S. algeriensis 
En absence du micro-organisme, la densité du courant est quasi nulle (Figure 4.7). Dans ces 
conditions, il n’y a donc pas d’échange électronique entre l’électrode de travail et le milieu de 
culture.  
 
Figure 4.7 : Chronoampérogramme enregistré à 0 V/ECS en absence de culture. 
  
-15
-10
-5
0
5
10
15
0 1 2 3 4 5
J 
(m
A
/m
2
)
Temps (jours)
Chapitre 4 : Étude de l’effet d’une électrode polarisée sur la biosynthèse des dithiolopyrrolones par 
Saccharothrix algeriensis. 
 
122 
 
ii) En présence de S. algeriensis  
En présence du micro-organisme, lorsque le potentiel d’électrode est de 0 V/ECS, une faible 
variation de la densité de courant est observée (Figure 4.8). Dans la condition Témoin, la densité 
de courant est nulle.  
 
Figure 4.8 : Chronoampérogramme enregistré à 0 V/ECS en présence d'une culture de S. algeriensis. 
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4.2.3. Effet des potentiels de - 0,2 et - 0,3 V/ECS  
i) En absence de S. algeriensis 
Pour le potentiel d’électrode à - 0,2 V/ECS la production du courant est très faible, de l'ordre 
de quelques mAm2, dans le milieu de culture en absence de la culture de S. algeriensis (Figure 
4.9).  
 
Figure 4.9 : Chronoampérogramme enregistré à - 0,2 V/ECS en absence de culture. 
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Figure 4.10 : Chronoampérogrammes enregistré à - 0,3 V/ECS en absence de culture et sans ou avec aération. 
 
Lorsque la polarisation de l'électrode est de - 0,3 V/ECS, la densité de courant au début de la 
mesure est de -250 mAm2 et augmente progressivement avec le temps pour atteindre -600 mAm2 
vers le 4ème jour (Figure 4.10). Au cours d’un essai sans aération du milieu, la densité de courant 
produit est d’environ -150 mAm2. 
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ii) En présence de S. algeriensis 
Dans le milieu avec la culture microbienne en présence de l’électrode polarisée à - 0,2 V/ECS 
(Figure 4.11), une augmentation du courant (réduction) a lieu le 1er jour d’incubation avec une 
intensité maximale d’environ -200 mA/m2, puis le courant diminue jusqu’au troisième jour. 
Ensuite, nous pouvons observer une légère augmentation du courant d’oxydation, avec une 
intensité de courant de l’ordre de 100 mA/m2.  
 
Figure 4.11 : Chronoampérogramme enregistré à - 0,2 V/ECS en présence d’une culture de S. algeriensis. 
À - 0,3 V/ECS nous observons également une production de courant, dès le début de 
l’expérience, au moins trois fois plus accentuée qu’à - 0,2 V/ECS (Figure 4.12).  
Plusieurs essais ont été réalisés, dans ces conditions de polarisation d’électrode (cultures 1 
à 5). Toutes les cultures sont identiques. Au début de l’incubation, pour la plupart des cultures, la 
densité de courant est supérieure à -300 mAm2. Pour les cultures 2, 3 et 5 une légère augmentation 
de courant est observée lors des premières heures de culture, avec un maximum de -1000 mAm2 
pour la culture 3. Par la suite, pour toutes les cultures, la densité de courant diminue pendant le 
premier jour et se stabilise en dessous de -100 mA/m2 à la fin du deuxième jour.  
-400
-300
-200
-100
0
100
200
300
0 1 2 3 4
J 
(m
A
/m
2
)
Temps (jours)
Chapitre 4 : Étude de l’effet d’une électrode polarisée sur la biosynthèse des dithiolopyrrolones par 
Saccharothrix algeriensis. 
 
126 
 
 
Figure 4.12 : Chronoampérogrammes enregistrés à - 0,3 V/ECS en présence de cinq cultures indépendantes de                  
S. algeriensis. 
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4.2.4. Effet du potentiel de -0,3 V/ECS appliqué après 24 h de culture. 
La culture microbienne est laissée dans la cellule électrochimique à incuber pendant 24 h sans 
polarisation de l’électrode. Puis, le potentiel de - 0,3 V/ECS a été appliqué. Sur la courbe 
chronoampérométrique (Figure 4.13), nous observons une densité de courant d’environ                         
-800 mA/m2, qui diminue légèrement les jours suivants.  
 
 
Figure 4.13 : Chronoampérogramme enregistré sur une électrode en feutre de carbone polarisée à - 0,3 V/ECS après 
24 h de culture. 
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4.2.5. Quantification de la biomasse et des dithiolopyrrolones à différents potentiels   
La quantification de la biomasse et des dithiolopyrrolones a été réalisée pour différentes conditions, 
à des potentiels variant de - 0,3 à + 0,3 V/ECS. Les résultats sont rapportés dans la Figure 4.14. 
a) 
 
b) 
 
Figure 4.14 : Biomasse déposée sur l'électrode (a) et concentration en dithiolopyrrolones (b) en fonction de la 
polarisation de l'électrode (vs ECS) (n=1, 3 ou 5). 
Aux potentiels (vs ECS) de + 0,2 et + 0,3V, la quantité de biomasse développée sur 
l’électrode de travail est comparable (100 mg environ). Ces valeurs sont similaires aux valeurs 
développées sous les potentiels de - 0,2 V/ECS (90 mg) et - 0,3 V/ECS (89 mg). À 0 V/ECS, la 
biomasse sur l’électrode est de 66 mg, plus faible par comparaison aux valeurs obtenues sous les 
autres potentiels. En outre, la plus faible biomasse quantifiée (25 mg) est sur l’électrode qui a été 
polarisée à - 0,3 V/ECS qu’après 24 h de culture (Figure 4.14.a).  
Quant à la concentration en dithiolopyrrolones, elle varie beaucoup en fonction du potentiel 
appliqué à l’électrode (Figure 4.14.b). À - 0,3 V/ECS, la quantité de dithiolopyrrolones est variable 
(entre 0 et 40 mg/L) alors que si ce potentiel est appliqué après 24 h d’incubation, aucune 
production de dithiolopyrrolones n’est détectée comme c’est aussi le cas à - 0,2 V/ECS.  
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À 0 V/ECS, la concentration en dithiolopyrrolones est de 2,15 mg/L, une valeur légèrement 
inférieure à celle quantifiée à + 0,2 V/ECS (3 mg/L). Néanmoins, au potentiel + 0,3 V/ECS, les 
dithiolopyrrolones quantifiés sont de l’ordre de 0,6 mg/L.  
 
4.2.6. Études des charges échangées à - 0,3 V/ECS 
À partir des chronoampérogrammes obtenus I = f(t), la quantité de charges électriques 
échangée (Q) peut être calculée comme l’intégrale de l’intensité du courant (I) avec le temps : 
𝑄 = ∫ 𝐼 𝑑𝑡
𝑡
0
  
Dans le Tableau 4.2 ci-dessous la quantité de charges échangées par jour est indiquée pour 
les cultures en présence de l’électrode en feutre de carbone polarisée à - 0,3 V/ECS. Il s’agit des 
cultures 1 à 5 dont les résultats sont présentés dans le paragraphe 4.2.3.ii.  
 
Tableau 4.2 : Quantités de charges échangées par jour pour les cinq cultures en présence de feutre de carbone. 
 
 
 Culture 1 Culture 2  Culture 3 Culture 4 Culture 5 
[DTPs] (mg/L) 2,42 0  2,19 39,5 ND 
Biomasse/ 
Surface de 
l’électrode 
(mg/cm2) 
51 51  47 50 45 
Temps (jours) Charge (C)   
1 11,4 9,8  9,5 17,1 8,9 
2 6,0 3,8  6,8 12,2 3,6 
3 1,4 0,6  0,8 2,0 1,5 
Charge totale 
(C) 
18,8 14,2  17,1 31,3 14,0 
Chapitre 4 : Étude de l’effet d’une électrode polarisée sur la biosynthèse des dithiolopyrrolones par 
Saccharothrix algeriensis. 
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Le premier jour d’incubation, la quantité de charges échangées pour les cultures 1, 2, 3 et 5 est 
d’environ de 10 Coulombs contre 17,1 Coulombs pour la culture 4.  
Le deuxième jour d’incubation, le courant diminue ainsi que la quantité de courant produit. Ceci 
peut être dû à la formation du mycélium sur la surface d’électrode. Ainsi pour les cultures 1 et 3, 
la quantité de courant n’est que de 6 Coulombs, et elle est inférieure à 4 Coulombs pour les cultures 
2 et 5.  Pour la culture 4, la quantité de courant produit le deuxième jour est de 12,2 Coulombs.  
Le troisième jour, les électrodes sont recouvertes de biomasse qui doit empêcher le flux 
électronique. Ainsi, la quantité de charges échangées est très faible, inférieure à 2 Coulombs, dans 
toutes les expériences. 
 
 
 
Chapitre 4 : Étude de l’effet d’une électrode polarisée sur la biosynthèse des dithiolopyrrolones par 
Saccharothrix algeriensis. 
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4.3. Investigations sur l’effet du matériau de l’électrode de travail 
En présence de l’électrode polarisée à - 0,3 V/ECS, nous avons, en plus, testé l’effet du 
type de l’électrode de travail dans ces conditions électrochimiques sur la capacité de la bactérie à 
produire des dithiolopyrrolones. Quatre électrodes différentes (plaque d’acier, tissu de carbone, 
feutre de carbone, et maille de platine) ont été testées au potentiel - 0,3 V/ECS. Nous observons 
des différences importantes entre les profils des chronoampérogrammes avec les quatre électrodes.  
4.3.1. Électrode en acier 
Avec l’acier, aucun échange électronique n’a eu lieu, les chronoampérogrammes du témoin 
et en présence de la bactérie sont identiques (Figure 4.15). Dans ce cas, la quantité de biomasse 
adhérée (4,2 ± 1,2 mg) sur la plaque d’acier ainsi que les quantités de dithiolopyrrolones sont très 
faibles (environ 1,8 mg/L).   
 
Figure 4.15 : Chronoampérogrammes sur une électrode en plaque d'acier polarisée à - 0,3 V/ECS. 
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4.3.2. Électrodes en carbone  
Dès le premier jour d’incubation en présence de l’électrode en tissu de carbone, la densité 
du courant est d’environ -200 mA/m2 pour la culture 1 et de -400 mA/m2 pour la culture 2. Ensuite 
cette densité diminue progressivement pour les deux cultures à partir du deuxième jour pour 
atteindre des valeurs minimales d’environ -50 mA/m2 au dernier jour de culture (Figure 4.16). 
 
Figure 4.16 : Chronoampérogrammes enregistrés à un potentiel (vs ECS) = - 0,3 V avec une électrode en tissu de 
carbone. 
Avec le feutre de carbone, les chronoampérogrammes enregistrés (Figure 4.17) indiquent 
une valeur initiale de densité de courant supérieure à celle sur tissu de carbone (valeur moyenne 
d’environ -800 mA/m2). Comme sur le tissu de carbone, cette densité diminue progressivement dès 
le premier jour pour les trois cultures pour se stabiliser vers le troisième jour avec des valeurs 
moyennes de -100 mA/m2.  
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Figure 4.17 : Chronoampérogrammes enregistrés à un potentiel (vs ECS) = -0,3V avec une électrode en feutre de 
carbone. 
La biomasse déposée sur les électrodes en feutre de carbone est en moyenne de 68 ± 8 mg, 
soit cinq fois plus que sur le tissu de carbone (13 ± 6 mg) (Figure 4.18.a). La concentration moyenne 
des dithiolopyrrolones, lors de ces trois cultures, est de l’ordre de 2,3 ± 0,16 mg/L, valeur similaire 
à celle obtenue en présence du tissu de carbone (3 ± 0,4 mg/L) (Figure 4.18.b).  
a) 
 
b) 
 
Figure 4.18 : Biomasse déposée sur l'électrode et concentration en dithiolopyrrolones (b) en présence des électrodes 
en feutre et tissu de carbone (n=3). 
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4.3.3. Électrodes en platine  
Le chronoampérogramme enregistré en présence d’une électrode en maille de platine pour 
la culture 1 (Figure 4.19) a une forme similaire à celui enregistré en présence de feutre de carbone 
(Figure 4.17). La valeur initiale de la densité du courant est d’environ -1000 mA/m2. Cette densité 
diminue dès le premier jour pour atteindre des valeurs de quelques mA/m2 à partir du deuxième 
jour. Ces valeurs restent stables jusqu’à la fin de la culture.  
Néanmoins, le profil du chronoampérgoramme enregistré pour la culture 2 (Figure 4.19) 
est similaire à celui enregistré en présence de l’électrode en tissu de carbone (Figure 4.16). La 
valeur initiale de la densité de courant est d’environ -200 mA/m2. Dès le premier jour cette densité 
diminue progressivement pour atteindre quelques mA/m2 au début du troisième jour.  
 
Figure 4.19 : Chronoampérogrammes enregistrés à un potentiel (vs ECS) = -0,3V avec des électrodes en maille 
de platine. 
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Pour la culture 1, la biomasse déposée sur l’électrode en maille de platine est de 175 mg, 
onze fois plus que pour la culture 2 (16,8 mg) (Figure 4.20.a).  
Nous voyons également la différence en concentration des dithiolopyrrolones de la      
culture 1 (24 mg/L) alors qu’aucune trace de dithiolopyrrolones n’a été détectée dans la culture 2 
(Figure 4.20.b).  
 
a) 
 
b)  
 
Figure 4.20 : Biomasse déposée sur l'électrode (a) et concentration en dithiolopyrrolones (b) en présence des 
électrodes en platine (n=2). 
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4.4.Discussion  
4.4.1. Choix du matériau d’électrode 
Plusieurs matériaux (plaque d’acier, maille de platine, tissu et feutre de carbone) ont été testés 
pour la croissance de S. algeriensis.  
L’acier semblerait être défavorable à l’adhésion et au développement de la bactérie.  
Les autres supports permettent une bonne adhésion et un bon développement de la bactérie. 
Néanmoins, la surface poreuse et tridimensionnelle du feutre de carbone permet une meilleure 
colonisation mycélienne que sur les autres types d’électrodes.  
Ces résultats indiquent que le feutre de carbone serait un bon choix comme électrode de travail 
pour mener des essais plus approfondis afin d’étudier la relation entre la production de 
dithiolopyrrolones par cette bactérie et le potentiel imposé à l’électrode.  
4.4.2. Études chronoampérométriques de l’effet du potentiel  
Le profil des chronoampérogrammes est variable en fonction du potentiel appliqué à l’électrode 
de travail. La densité de courant est directement en relation avec le potentiel imposé et le matériau 
de l’électrode.  
Aux potentiels de + 0,2 et + 0,3 V/ECS, la consommation du courant peut avoir plusieurs 
origines : la première, le flux d’électron peut-être assuré via le transfert direct des électrons à partir 
des cellules adhérées vers la surface d’électrode ; la deuxième, le micro-organisme produit des 
métabolites qui sont par la suite oxydés. Nous pouvons donc supposer que dans ces conditions de 
culture avec des potentiels d’électrode de + 0,2 et + 0,3 V/ECS, les électrons issus du métabolisme 
oxydatif microbien sont cédés par les micro-organismes à l’électrode.  
En absence et en présence de micro-organisme, lorsque le potentiel d’électrode est de 0 V/ECS, 
il y a peu de variation de courant enregistré sur le chronoampérogramme, il y a donc peu d’échanges 
électroniques entre la bactérie et l’électrode (Figure 4.8). 
Lors de la polarisation de l’électrode à - 0,3 V/ECS, en absence des micro-organismes un 
courant de réduction est observé (Figure 4.10).  
  
Chapitre 4 : Étude de l’effet d’une électrode polarisée sur la biosynthèse des dithiolopyrrolones par 
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Au cours de l’incubation, l’oxygénation du milieu de culture est assurée par une aération forcée 
par barbotage. Ainsi, dans ces conditions expérimentales (composition ionique du milieu, 
polarisation de l’électrode) la réduction de l'oxygène présent dans le milieu de culture, à la surface 
de l’électrode peut avoir lieu. Comme la densité de courant dépend de la quantité d’oxygène, nous 
pouvons observer que la densité de courant à - 0,3 V/ECS dans le milieu de culture non-aéré est 
plus faible que celle du milieu aéré (Figure 4.10). L’augmentation progressive du courant de 
réduction avec le temps est due à l’évolution électrochimique de la surface d’électrode (activation) 
améliorant ainsi le transfert d’électrons. 
Au potentiel de - 0,3 V/ECS, dans les premières heures d’incubation, l’augmentation de la 
densité du courant est plus importante en présence du micro-organisme que dans l’expérience 
témoin avec un milieu aéré et sans la culture microbienne (Figures 4.10 et 4.12). Il est donc 
envisageable que la réduction de l’oxygène dans le milieu de culture soit catalysée par 
S. algeriensis. Par la suite, après 24 h de culture, l’atténuation de l’intensité du courant est 
probablement due au développement du mycélium dense sur l’électrode, qui doit progressivement 
empêcher l’accès de l’oxygène vers la surface d’électrode. Par conséquent, la réduction 
électrochimique de l’oxygène n’a plus lieu. 
En effet, certains micro-organismes à Gram négatif et à Gram positif, adhérés à une surface 
d’électrode sont capables de catalyser la réduction électrochimique de l’oxygène (Cournet et al., 
2010). Cette réduction peut-être catalysée par les enzymes microbiennes telles que la catalase ou 
d'autres enzymes héminiques de la membrane cellulaire (oxydase, cytochrome).  
La réduction de l’oxygène en eau peut avoir lieu soit par la voie directe à quatre électrons (1) ;  
(1) O2 + 4
 e- + 4H+ = 2 H2O ; E° = 1,23 V vs ESH  
ou par la succession des deux étapes de réduction à deux électrons (2 et 3) via la formation 
intermédiaire de peroxyde d’hydrogène. 
(2) O2 + 2 e
- + 2H+ = H2O2  ; E° = 0,70 V vs ESH  
(3) H2O2 + 2 e
- + 2H+ = 2 H2O ; E° = 1,78 V vs ESH  
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La cinétique et le mécanisme de la réduction électrochimique de l’oxygène dépendent de 
plusieurs facteurs tels que la composition ionique de l’électrolyte, le pH et la nature de l’électrode. 
La réduction de l’oxygène sur les électrodes en carbone se fait par la production de peroxyde. 
(Kinoshita, 1992). (cf. équations 2 et 3) 
Deux hypothèses sont possibles pour pouvoir expliquer la relation entre la réduction de 
l’oxygène et la production des dithiolopyrrolones. 
Premièrement, les peroxydes, issus de la réduction d’oxygène, sont des espèces très 
réactives et ils peuvent induire un stress oxydatif chez les micro-organismes. Ils agissent comme 
des molécules de signalisation « stressors » qui déclenchent les mécanismes de défense bactériens, 
parmi lesquels ceux impliqués dans la production des antimicrobiens (cf. § 1.3.2.1).   
Deuxièmement, les dithiolopyrrolones sont synthétisées par S. algeriensis à partir de la 
cystine (cf § 1.2.3.2). Parmi les différentes étapes, 4 oxydations à deux électrons sont nécessaires 
pour pouvoir former le noyau bicyclique de la pyrrothine (Li & Walsh, 2011). Pour cela, différentes 
flavoenzymes sont impliquées. Par exemple, la dithiol oxydase catalyse l’oxydation des thiols pour 
former le pont disulfure, en utilisant le dioxygène comme co-substrat (Figure 4.21). L’oxygène est 
réduit en peroxyde d’hydrogène. En présence de l’électrode polarisée, l’équilibre redox de la 
cellule peut-être modifié favorisant la réduction de l’oxygène et l’oxydation des thiols. Cela 
pourrait expliquer en partie les variations de la concentration en dithiolopyrrolones dans les 
différentes conditions de culture. 
 
Figure 4.21 : La dithiol oxydase catalyse la formation du pont disulfure des dérivés dithiolopyrrolones (Schéma 
extrait de l’article de Li & Walsh, 2011). 
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Nous pouvons supposer que S. algeriensis pourrait être capable d’utiliser une électrode en 
feutre de carbone comme donneur d’électrons. Pour mieux comprendre l’origine de cette électro-
activité, il est nécessaire d’étudier la cinétique d’adhésion des bactéries sur la surface de l’électrode 
et de chercher une corrélation entre le recouvrement de la surface et le courant produit. Il est aussi 
possible que les bactéries produisent un métabolite qui soit responsable de la catalyse de la 
réduction de l’oxygène (cf § 1.3.4.2.). 
4.4.3. Échanges des charges électriques à - 0,3 V/ECS et production de dithiolopyrrolones 
4.4.3.1. Électrode en feutre de carbone  
Si nous comparons la somme des charges échangées avec la quantité de dithiolopyrrolones 
produite, il est possible d’établir une corrélation entre la quantité de courant produit les trois 
premiers jours et la concentration en dithiolopyrrolones dans le milieu de culture (Figure 4.22.a). 
Nous pouvons tracer une droite de la variation de la concentration en dithiolopyrrolones (y) en 
fonction de la charge échangée au cours trois premiers jours (x) :  
y = 2,4614x - 39,008 avec R2 = 0,959  
Le coefficient de corrélation de cette droite est de 0,95. Il existe une corrélation significative 
entre ces deux variables (p-value test de Pearson < 0,05). 
Il est intéressant de noter que dans toutes les cultures, la colonisation mycélienne des 
électrodes est homogène (rapport biomasse/surface varie entre 45 et 52 mg/cm2) (Figure 4.22.b). 
L’absence de corrélation entre la quantité de charge échangées et le rapport biomasse/surface 
indique que, dans ces conditions de culture, la production de dithiolopyrrolones par S. algeriensis 
pourrait être uniquement liée aux échanges électroniques avec l’électrode. Néanmoins, la 
modélisation de la relation entre la quantité de courant échangée et la concentration de 
dithiolopyrrolones produite par la bactérie nécessite un suivi cinétique de la production de ces 
dérivés.  
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a) 
 
b) 
 
Figure 4.22 : Variation de la concentration en dithiolopyrrolones en fonction des échanges électriques entre                        
S. algeriensis et l’électrode polarisée à - 0,3 V/ECS (a) ; Variation de la charge totale échangée en fonction de la 
biomasse déposée sur la surface de l’électrode en feutre de carbone (b). 
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4.4.3.2. Électrode en maille de platine  
Nous avons observé que la surface de l’électrode en maille de platine était complètement 
colonisée par la biomasse et plus rapidement que la surface en feutre de carbone. Nous observons 
également, que la production de courant diminue plus rapidement en présence de l’électrode en 
maille de platine qu’avec le feutre de carbone. Ceci peut être dû à la différence de topographie de 
la surface du feutre de carbone par rapport à celle du platine. 
Le platine pouvant catalyser la réduction de l’oxygène (Ramaswamy & Mukerjee, 2012), 
la production des dithiolopyrrolones est probablement soutenue malgré des échanges de charges 
plus faibles que pour les cultures en présence de l’électrode en feutre de carbone les deux premiers 
jours (Tableau 4.3).  
Tableau 4.3 : Échanges électroniques en présence des électrodes en feutre de carbone et en plaque de platine. 
 
Culture 4 
(feutre de carbone) 
Culture 2 
(feutre de carbone) 
Culture 1 
(maille de Platine) 
[DTPs] (mg/L) 39,5 0 24,5 
Biomasse/surface 
(mg/cm2) 
50 51 58 
Temps (jours) Charge (Coulomb) 
1 17,1 9,8 10,5 
2 12,2 3,8 2,3 
3 2,0 0,6 0,5 
Charge totale 
(Coulomb) 
31,3 14,1 13,3 
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4.4.4. Effet du matériau de l’électrode de travail sur la production des dithiolopyrrolones 
Avec une électrode de travail en acier, aucun échange électronique n’a eu lieu, les 
chronoampérogrammes du témoin sans le micro-organisme et de celui en présence de la bactérie 
sont identiques (Figure 4.15). Cela pourrait s’expliquer par le fait que l’acier semblerait être 
défavorable à l’adhésion et au développement de la bactérie, comme nous l’avons indiqué 
précédemment (§ 4.4.1).  
Avec le tissu de carbone peu de courant est produit, cela pourrait être dû à la petite surface du 
tissu comparée à celle tridimensionnelle du feutre. Les quantités de dithiolopyrrolones produites 
en présence de l’électrode en feutre de carbone peuvent être plus importantes (culture 4) que celles 
en présence d’une électrode en tissu de carbone (Figure 4.23).   
En présence de l’électrode en maille de platine, les résultats sont variables (Figure 4.23) aussi 
bien pour la quantité de biomasse que pour les dithiolopyrrolones. Il est nécessaire d’effectuer 
davantage d’essais pour mieux comprendre le comportement de S. algeriensis dans ces conditions. 
a) 
 
b) 
 
Figure 4.23 : Effet du matériau de l'électrode de travail sur la biomasse (a) et la concentration en dithiolopyrrolones 
(b) produites par S. algeriensis. 
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4.5.Conclusion 
Parmi les différents matériaux testés (plaque et maille d’acier, maille de platine, feutre et tissu 
de carbone), les électrodes en platine et en feutre de carbone sembleraient être les mieux 
appropriées pour une bonne croissance mycélienne de S. algeriensis. De plus, avec ces types 
d’électrode, les cellules microbiennes pourraient mieux profiter du flux d’électrons. 
Aux potentiels d’électrode + 0,2 et + 0,3 V/ECS, nous observons des phénomènes d’oxydation 
en présence de S. algeriensis à partir du deuxième jour de culture. Ces conditions électrochimiques 
sembleraient être plus propices à la production de biomasse que de dithiolopyrrolones. 
Au potentiel de - 0,3 V/ECS, la réduction de l’oxygène a lieu, catalysée par la présence de la 
culture microbienne. Vers le deuxième jour, concordant avec la formation d’un mycélium sur 
l’électrode, la quantité de courant de réduction diminue progressivement. La concentration en 
dithiolopyrrolones dans le milieu de culture dépendrait de la quantité de charges échangées entre 
S. algeriensis et l’électrode.  
Dans la suite, pour mieux comprendre les phénomènes observés et expliquer la relation entre 
la réduction électrochimique de l’oxygène et la production des dithiolopyrrolones, il faudrait 
d’abord déterminer le rôle du micro-organisme et identifier plus précisément le type de transfert 
d’électron (direct / via des médiateurs, …).  
Dans ce contexte, il est important d’étudier la cinétique d’adhésion de cette bactérie sur la 
surface de l’électrode afin d’établir une relation éventuelle avec le courant produit. Cela nécessite 
donc une analyse de la composition de la biomasse formée sur l’électrode et le suivi de son 
évolution au cours du temps.  
Pour pouvoir contrôler la biosynthèse de dithiolopyrrolones électro-assistée, nous devons 
maîtriser d’une part la formation d’un mycélium dense sur l’électrode et, d’autre part, la période 
de production de dithiolopyrrolones par les bactéries. De nombreuses pistes peuvent être explorées 
telles que la modification de la rugosité de l’électrode et l’agitation du milieu. Également, 
l’utilisation des éliciteurs chimiques serait une opportunité intéressante pour stimuler la 
biosynthèse de ces dérivés en présence d’une électrode polarisée (Chen et al., 2017). 
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Saccharothrix algeriensis est une bactérie à Gram positif, productrice de 
dithiolopyrrolones. Ce sont des composés à très large spectre d’action. De nombreux travaux 
décrivent leurs propriétés antibactériennes (particulièrement vis-à-vis des microorganismes à Gram 
positif), antifongiques et insecticides. 
La bioproduction, à grande échelle, de ces composés à partir des microorganismes est 
souvent difficile à cause des faibles rendements de production et/ou des difficultés d’optimisation 
des procédés mis en place. Il est donc important de développer des nouvelles stratégies permettant 
l’exploitation des produits naturels avec une bonne rentabilité économique.  
À l’heure actuelle, les études, citées dans la littérature, sur l’optimisation de la production 
des dithiolopyrrolones par Saccharothrix algeriensis, portent principalement sur les modifications 
de la composition chimique du milieu de culture. Notre objectif était de développer de nouveaux 
outils pour améliorer la production de ces dérivés.  Dans ce contexte nous nous sommes orientés 
vers : 
- L’utilisation de composés chimiques comme éliciteurs.  
- L’utilisation d’une électrode polarisée comme inducteur du métabolisme bactérien. 
Élicitation par des composés chimiques 
Les éliciteurs chimiques agissent comme des molécules signal pour déclencher des 
réactions de défense naturelles du micro-organisme et donc pour stimuler certaines voies 
métaboliques, comme celles impliquées dans la synthèse d’antimicrobiens. Les composés que nous 
avons testés sont des analogues d’auto-inducteurs du Quorum Sensing des bactéries à Gram positif 
et à Gram négatif ainsi que des solvants (éthanol, butan-1-ol, diméthylsulfoxyde). 
La gamma-butyrolactone, ajoutée au début de l’incubation, augmente la production des 
dithiolopyrrolones de 190 % sans diminuer la quantité de biomasse de S. algeriensis. L’addition 
simultanée de C4-HSL et 3-oxo-C12-HSL, augmente la production spécifique de dithiolopyrrolones 
d’environ 250 % par rapport à la culture témoin. 
L’éthanol et le diméthylsulfoxyde, ajoutés dans le milieu de culture de S. algeriensis à 
faibles concentrations, permettent d’obtenir des concentrations en dithiolopyrrolones plus 
importante, de 600 % et 300 % respectivement, en comparaison avec la culture témoin.    
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Afin de déterminer le mode d’action de ces composés dans le soutien de la production des 
dithiolopyrrolones, il serait nécessaire d’approfondir nos connaissances sur la cinétique des 
différentes phases de croissance de S. algeriensis dans ces nouvelles conditions de culture. Nous 
pourrions également, à l’aide des outils de la biologie moléculaire étudier l’effet de ces molécules 
sur l’activation de l’expression des gènes impliqués dans la biosynthèse des dithiolopyrrolones 
chez S. algeriensis. Cela permettra d’optimiser le procédé de production de ces dérivés.  
L’augmentation de la biosynthèse des dithiolopyrrolones par S. algeriensis en présence de 
l’éthanol ou du butan-1-ol est probablement une réponse physiologique au stress oxydatif généré 
par ces derniers. En effet, les alcools contribuent à la génération enzymatique d’espèces radicalaires 
oxygénées. Les premiers essais pour vérifier cette hypothèse ont été réalisés, en utilisant des 
inhibiteurs de la NAD(P)H oxydase et des peroxydases. Des manipulations supplémentaires de 
dosage des espèces radicalaires générées dans le milieu de culture pourraient nous aider à étayer 
cette hypothèse.   
Utilisation d’une électrode polarisée dans le milieu de culture  
Aux potentiels + 0,2 et + 0,3 V/ECS, en présence de S. algeriensis, une augmentation du 
courant d’oxydation est observée à partir du deuxième jour de culture, avec la colonisation de 
l’électrode par la bactérie. Dans ces conditions la production de biomasse est soutenue. 
Au potentiel - 0,3 V/ECS, dès le début de la culture une production de courant de réduction 
a lieu. Dans ces conditions, la réduction de l’oxygène a probablement lieu, catalysée par S. 
algeriensis. Par contre, au cours du deuxième jour, la densité du courant est atténuée 
vraisemblablement à cause du développement du mycélium sur l’électrode. Nous avons pu établir 
une relation entre les quantités de charges échangées les trois premiers jours de culture et la 
concentration en dithiolopyrrolones.  
Également, différents matériaux d’électrode ont été utilisés. Nous pouvons constater que le 
feutre de carbone et le platine améliorent les échanges électroniques entre S. algeriensis et 
l’électrode polarisée. Ces échanges impactent la capacité de cette bactérie à biosynthétiser les 
dithiolopyrrolones.  
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Étant donné que la biosynthèse des dithiolopyrrolones à partir de la cystine comporte 
plusieurs étapes de cyclisation et d’oxydation, il est probable que la bactérie utilise le flux 
d’électrons, généré par la réaction de réduction de l’oxygène, dans certaines étapes de cette 
biosynthèse. Pour confirmer notre hypothèse et pour mieux comprendre les phénomènes observés, 
il faudrait d’abord déterminer la relation entre la réduction de l’oxygène sur la surface de l’électrode 
et la production des dithiolopyrrolones (rôle du micro-organisme, type de transfert d’électron). 
De façon plus globale, nos études ont montré l’intérêt de l’utilisation des éliciteurs 
chimiques tels que l’éthanol dans l’optimisation de la production des dithiolopyrrolones par 
Saccharohtirx algeriensis. Néanmoins, le rôle d’une électrode polarisée dans l’optimisation de la 
biosynthèse de ces dérivés reste encore à élucider. 
Dans le futur, nous pourrions envisager d’établir un protocole standardisé permettant de 
maintenir des conditions de culture optimales et homogènes, afin d’augmenter les rendements de 
production et d’assurer une qualité constante du produit d’intérêt. Nos objectifs les plus ambitieux 
correspondent à la mise au point d’un bioréacteur pour cette synthèse.  
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